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Por vezes sentimos que aquilo que fazemos 
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A elaboração deste trabalho teve como objetivo principal, elucidar possíveis vias para a 
destoxificação do organismo C. difficile no processo de alojamento e infeção no colon intestinal dos 
hospedeiros. 
A incidência e a severidade da infeção por Clostridium difficile têm vindo a aumentar ao longo 
dos últimos anos, em meio hospital por todo o mundo, constituindo um grave problema de saúde publica 
acarretando um acréscimo do período de hospitalização bem como o aumento dos custos para os 
sistemas nacionais de saúde.  
Desse modo, recorreu-se ao genoma da estripe P28 do patogénico em estudo, de modo a se 
encontrar enzimas que participam no stress oxidativo e nitrosativo. Tendo-se encontrado uma proteína 
flavodiférrica da classe A (FDP), que pertence a uma família de proteínas que participam na 
metabolização de substratos, como oxigénio e óxido nítrico, bem como outras proteínas como 
NAD(P)H: rubredoxina oxidoredutase (HMW-Rd) e rubredoxina podendo funcionar como possíveis 
parceiros de redução da FDP. 
As proteínas descritas anteriormente foram clonadas em E.coli BL21(DE3)GOLD, tendo sido 
realizado a caracterização bioquímica e a possível interação entre as diferentes proteínas como intuito 
















Resumo da dissertação  
 
As proteínas flavodiférricas (FDP’s) são uma família de enzimas que estão associadas a 
processos de destoxificação de oxigénio e/ou espécies reativas de azoto (RNS), por esse motivo 
pretendeu-se com este trabalho compreender o papel de uma proteína flavodiférrica de classe A presente 
no genoma do organismo Clostridium difficile P28 no metabolismo destas espécies. 
 Este estudo torna-se importante pelo fato que no processo de infeção, o Clostridium difficile se 
depara com vários stresses entre os quais oxidativo (oxigénio no meio do hospedeiro) e nitrosativo, 
proveniente do sistema imunitário do hospedeiro, e este enzima pode ser uma das possíveis vias para 
que o organismo possa sobreviver face a ambientes hostis. 
Foi realizada a caracterização bioquímica da proteína de interesse bem como dos seus possíveis 
parceiros de redução (rubredoxina de alto peso molecular (HMW-Rd) e rubredoxina (Rd)), bem como 
a avaliação da sua atividade especifica no metabolismo de diferentes substratos, nomeadamente 
oxigénio, óxido nítrico e peroxido de hidrogénio. 
Determinou-se que o enzima FDP se encontra no estado tetrâmero apresentando dois ferros e 
uma flavina por proteína, tendo sido determinado um tamanho por monómero de aproximadamente 
44kDa e estimou-se um potencial de redução da flavina de +70 mV e +30 mV apresentando uma 
semiquinona vermelha.  
Após se ter obtido um mecanismo reacional para a redução do FDP avaliou-se a sua atividade 
especifica para os diferentes substratos obtendo-se uma atividade especifica para o oxigénio de 0.43s-1, 
para o óxido nítrico de 0.114 s-1 e de 0.06 s-1 para o peroxido de hidrogénio. 
Deste modo pode concluir-se que o enzima apresenta atividade para os três substratos testados, 
podendo apresentar uma contribuição na eliminação do stress oxidativos e nitrosativo. 
 
Palavras-chaves: stress oxidativo, proteína flavodiférrica, rubredoxina de alto peso 
















Flavodiiron proteins (FDPs) are a family of enzymes that are associated with detoxification 
processes of oxygen and / or reactive nitrogen species (RNS). In this work, the role of  a class A 
flavodiiron protein present in the genome of the pathogenic bacterium Clostridium difficile P28 will be 
studied. This study becomes important because during the infection process, Clostridium difficile faces 
various stresses including oxidative and nitrosative, namely from the host's immune system. Therefore, 
this enzyme may be one of the possible pathways for the bacteria to survive in hostile environments. 
The biochemical characterization of the protein of interest as well as of its possible redox 
partners (high molecular weight rubredoxin, HMW-Rd, and rubredoxin, Rd), as well as the evaluation 
of its specific activity in the metabolism of different substrates, namely oxygen, nitric oxide and 
hydrogen peroxide was performed 
It was determined that the FDP enzyme is in the tetrameric state having two irons and one flavin 
per monomer, a size per monomer of approximately 44kDa having been determined and a potential of 
reducing the flavin of +70 mV and +30 mV having a red semiquinone was estimated. 
After obtaining a reaction mechanism for the reduction of the FDP its specific activity was 
evaluated for the different substrates obtaining a specific activity for oxygen of 0.43s-1, for the nitric 
oxide of 0.114s-1 and for the hydrogen peroxide 0.06s-1. 
In this way, we conclude that the enzyme has activity for the three substrates tested, and may 
contribute to the elimination of oxidative and nitrosative stress. 
 















AP-1     Proteína ativadora 1 
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1. Introdução  
1.1. Impacto do oxigénio nos seres vivos 
 
O oxigénio na sua forma molecular, O2, é considerado como o motor primário para a evolução 
biológica. Segundo muitos autores, o aumento da concentração de oxigénio deveu-se ao aparecimento 
de processos fotossintéticos produtores de O2 nas cianobactérias há cerca de 2,2 – 2,5 biliões de anos, 
pelos quais o seu nível subiu exponencialmente, estabilizando por volta dos 21% da composição total 
da atmosfera terrestre. Este episodio global ficou conhecido como o grande evento de oxidação (do 
inglês, Great Oxigen Event, GOE) [1,2,3]. 
O oxigénio apresenta alguns aspetos negativos nos sistemas biológicos, sendo em concentrações 
elevadas tóxico para as células. Devido ao seu grande poder de oxidação apresenta uma grande 
facilidade de receber eletrões em reações de oxidação-redução [3,4]. Tem, contudo, uma reatividade 
limitada pois no seu estado fundamental é um tripleto, cujas orbitais apresentam 2 eletrões 
desemparelhados com o mesmo spin. O O2 pode reagir com radicais de componentes orgânicos, 
nomeadamente flavinas, ou com centros de metais de transição, principalmente de ferro [3,6]. Após essas 
reações de transferência eletrónica podem ser geradas espécies reativas de oxigénio (do inglês Reactive 
Oxygen Species, ROS)[2,3,4,5,6]. Estes subprodutos formados possuem alta reatividade com múltiplos 
componentes celulares, podendo levar à sua destruição e/ou inibição [4]. 
A partir do aumento da concentração de oxigénio, os organismos tiveram de encontrar 
mecanismos de forma a se adaptar a estas novas condições atmosféricas [3,4]. Alguns organismos, para 
evitarem as altas concentrações de O2, estabeleceram-se em nichos anaeróbicos, evoluindo e mantendo 
o seu meio intracelular reduzido [3]. Por outro lado, apareceram organismos que conseguiram utilizar o 
O2 em processos biológicos, extraindo dos substratos celulares uma maior quantidade de energia, assim 
permitindo o aparecimento de formas de vida mais complexas [3,4].  
As ROS, em concentrações baixas, podem também servir como importantes moléculas de 
sinalização e estimulando a defesa imunitária do hospedeiro contra patogénicos [3,7].   
O óxido nítrico, NO, é uma outra molécula que apresenta um papel fundamental no metabolismo 
dos seres vivos, assegurando, em baixas concentrações, a sinalização de inúmeros processos em 
eucariotas, e em maiores concentrações servindo de defesa imunitária. Em altas concentrações e em 
condições aeróbias reage rapidamente com o oxigénio e/ou com ROS formando espécies ainda mais 
reativas designadas por espécies reativas de azoto (do inglês reactive nitrogen species, RNS) [3,6].  
A redução tanto do O2 como do NO é um processo importante nos procariotas. No caso do O2 a 
sua redução por processos sucessivos de um eletrão produz ROS, sendo os mais destacados os radical 
anião superóxido (O2●-), hidroxilo (HO●), e o agente oxidante não-radicalar peróxido de hidrogénio 
(H2O2) [2,3,4,6] - Figura 1- A.  
Os organismos protegem-se das espécies reativas de oxigénio através de enzimas como a 
dismutase ou a reductase do superóxido (SOD, SOR), catalase (CAT) e substâncias antioxidantes, entre 







No que diz respeito ao NO, a desnitrificação bacteriana incompleta produz óxido nitroso (N2O) 
que é diretamente libertado pela célula e convertido em N2. A redução do NO é efetuada por NO 
redutases, que através do consumo de 2 eletrões convertem duas moléculas de NO em N2O e H2O (1) 
[8]. 
2NO+ 2e-  N2O + H2O  (1) 
 
Em geral tanto os ROS como os RNS têm um tempo de vida bastante curto (10-9 a 10-6 s) 
reagindo rapidamente com moléculas próximas [9]. [3,10]. De acordo com um estudo desenvolvido por 
Bruice e colaboradores (1984) foi demonstrado que numa fase inicial a oxidação da hidroquinona da 
flavina provocada pelo O2 promove a formação de radicais de flavina, semiquinona, e O2●-, pela 
transferência de um único eletrão [10,11].  
Em relação aos metais dentro da célula, nomeadamente o ferro, estes apresentam um papel 
importante nas atividades redox da mesma, porém são limitados fisiologicamente, devido à sua 
toxicidade. A presença destes metais está fortemente associada à formação de radicais livres [6,12].  
 Vários estudos mostraram que existem mecanismos que regulam a concentração de ferro nas 
células, assegurando que não exista ferro livre intracelularmente, porém in vivo sob condições de 
excesso de O2●-, este atua como oxidante de enzimas contendo centros [FeS], libertando-se ferro livre 
no interior da célula [12]. O Fe2+ libertado na célula pode participar na reação de Fenton (2), gerando o 
radical hidroxilo altamente reativo (HO●), que após a redução com um único eletrão é convertido em 
H2O.  Combinando a reação de Fenton e a redução de Fe3+ pelo O2●-, resulta na formação de HO●+ O2 
(3) [6,12]. [2,3,4,6]. 
  H2O2+ Fe2+ Fe3+ + OH- +OH● (2) 
O2●-+ Fe3+ O2 + Fe2+  (3) 
H2O2+ O2●- O2 OH- +OH● (2+3) 
Figura 1 - Esquema da formação de (A) ROS e (B) RNS e sistemas de destoxificação  
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1.2. Clostridium difficile  
1.2.1.  Características Gerais 
 
Clostridium difficile (C. difficile) é uma bactéria gram-positiva – Figura 2-, anaeróbica estrita e 
esporogénica [13,14,15]. Este patogénico apresenta-se como um grande problema no que diz respeito à 
saúde pública, devido à sua forma de propagação e os seus sintomas levam em média anualmente nos 









Os sintomas causados no hospedeiro após infeção são diarreia, podendo ir de leve a grave, 
havendo a possibilidade em casos mais extremos de desencadear colite psedomembranosa, 
potencialmente fatal [13,14,15]. O mecanismo de infeção, de uma maneira geral, consiste na produção de 
esporos que após a entrada no organismo se alojam no colon, germinando e libertando toxinas que 
causam os sintomas da infeção [13]. 
Existem algumas vulnerabilidades que fazem com que alguns pacientes sejam mais sensíveis à 
contração desta bactéria que outros, sendo que a maior causa é o uso abusivo de antibióticos que 
destabilizam a flora intestinal alterando substancialmente o ambiente envolvente contribuindo para o 
crescimento favorável do organismo; outra das causas é a faixa etária dos indivíduos, sendo que pessoas 
acima dos 40 anos apresentam um risco mais elevado de contraírem este organismo do que indivíduos 
de faixas etárias inferiores [14]. 
Os seus esporos, bastante resistentes (podem resistir ao calor, oxigénio e a desinfetantes 
comuns), são capazes de sobreviver em ambientes aeróbicos o que aumenta a taxa de transmissão dentro 
do organismo e pela comunidade [13,14]. A germinação dos esporos e o crescimento da sua forma 
vegetativa ocorre somente nas partes mais profundas do trato gastrointestinal, devido às concentrações 
de O2 nestes locais serem praticamente nulas. Nestes locais encontram-se substratos que potenciam a 
germinação de esporos e ativam a replicação de células vegetativas, nomeadamente os ácidos biliares, 
sendo estes processos controlados pelo gene CSpBAC [14,16]. 
1.2.2. Fatores envolvidos nas patologias causadas 
 
C. difficile é capaz de causar problemas ao hospedeiro, devido aos seus fatores de virulência, 
sendo que os principais fatores são duas toxinas pertencentes à família das citotoxinas clostridiais, toxina 
A (TcdA) e toxina B (TcdB) [13,14,15]. Estas duas toxinas são responsáveis pela secreção maciça de 
Figura 2 - Clostridium difficile [7] 
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fluidos, necrose do tecido colónico e inflamação. Para além destes fatores de virulência, existem ainda 
mais dois fatores que auxiliam na infeção, que são fatores de aderência e de motilidade [14,15]. Tanto a 
toxina A como a B são toxinas de estrutura AB homólogas sendo que cada uma pode ser dividida em 
duas componentes. Uma subunidade A enzimática e uma subunidade B que está envolvida na 
distribuição da subunidade A no citosol da célula hospedeira. Estas toxinas provocam a disrupção do 
citoesqueleto e conduzem à desassociação dos espaços entre as células epiteliais e consequente perda da 
integridade [14].  
Ainda não é consensual se o stress oxidativo no ambiente do colon é benéfico para os 
microrganismos patogénicos em competição com os microrganismos comensais [14]. De facto, em 
resposta à falta de nutrientes no lúmen do intestino, C. difficile produz toxinas que induzem ROS 
contribuindo como biocidas reduzindo competidores, facilitado a colonização de C. difficile no intestino 
[13,14]. Porém os ROS são mediadores importantes para a comunicação com o sistema imune inato e 
também são produzidos por outros microrganismos [3,14]. 
 
1.2.3. Mecanismo de atuação do sistema imunitário face à presença de C. difficile 
 
O mecanismo de atuação das toxinas com consequente infeção de C. difficile e a libertação de 












 Figura 3 - Esquema do processo de infeção e consequente resposta imunitária do hospedeiro [14] 
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O sistema imunitário responde rapidamente a moléculas microbianas que atravessam a barreira 
epitelial. 
 Assim sendo o processo de inflamação é provocado por TcdA e TcdB de C. difficile que ativam 
o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a proteína ativadora 1 (AP-1) que sinalizam as vias nas células 
epiteliais do intestino provocando a fosforilação das proteíno-quinases ativadas por mitógenos (MAPK), 
conduzindo à transcrição de quimiocinas pro-inflamatórias como a interleucina 8 (IL-8) e recetores para 
as quimiocinas inflamatórias como a CXCl1 e CXCl2, que recrutam células do sistema imune inato 
[14,15]. Ao mesmo tempo ocorre a glucosilação do TcdB e a resultante inativação da RHO GTPase. Nas 
células epiteliais as toxinas são detetadas pelo recetor pirina intracelular, conduzindo à formação de 
inflamossomas e à secreção de IL-1β [14,15]. 
As células linfoides inatas intestinais (ILC) respondem a IL-1β, IL-12 e IL-23, produzindo 
citocinas como a IL-22 e interferão gama (INF-γ). A produção destas citocinas efetoras das ILC’s 
conduzem ao recrutamento de neutrófilos e macrofilos e induzem a expressão de péptidos 
antimicrobianos, a produção de ROS e RNS e a ativação de mecanismos de reparação das células 
epiteliais [14]. 
1.2.4. Mecanismos de destoxificação de ROS e/ou RNS  
 
De modo a se perceber o processo de oposição às dificuldades impostas pelo sistema imunitário 
na fase de infeção do C. difficile no hospedeiro, foram estudados neste trabalho alguns mecanismos de 
destoxificação de ROS e/ou RNS do patogénico C. difficile apresenta no seu genoma um conjunto de 
enzimas que conseguem converter estas espécies reativas, convertendo-as em moléculas inofensivas 
para o desenvolvimento do mesmo, servindo como estratégia de defesa contra tensões quer oxidativas 
quer nitrosativas [5]. 
D.A. Rasko e colaboradores publicaram em 2013 a sequencia genómica completa da estirpe P28 
de C. difficile, apresentando esta um tamanho de 4.323.423 bp [17].  
O genoma de C. difficile possui genes – Tabela A1- que codificam proteínas flavodiférricas 
(FDPs), enzimas capazes de reduzir oxigénio e / ou óxido nítrico, que são difundidas em procariotas. O 
genoma também contém genes que codificam outras enzimas/proteínas envolvidas na desintoxicação de 
ROS e RNS, incluindo rubreritrina, rubredoxina, proteína de cluster híbrido, SOD e SOR e outras oxido-
redutases [5]  
Embora a SOD esteja presente em todos os domínios da vida [2], as FDPs [3], rubreritrina [18] e 
rubredoxinas [19] têm sido identificadas principalmente em procariotas e anaeróbios. Estes enzimas, 
apresentam na sua constituição cofatores como flavinas, nomeadamente mononucleótidode flavina  
(FMN) e centros de ferro [3]. 
Com este trabalho tentou-se estudar a capacidade de redução tanto do oxigénio como do NO 
através do uso de três proteínas presentes neste organismo. 
Para tal, utilizou-se uma enzima flavodiférrica da classe A, FDP, (WP_008819165.1), uma 
enzima designada como Rubredoxina com um alto peso molecular, HMW-Rd, (WP_008728528.1) 
descrita como uma oxidoredutase e uma Rubredoxina, Rb, descrita principalmente como transportador 
de eletrões (WP_008816574.1). 
7 
 
1.3. Rubredoxina  
1.3.1. Características estruturais   
 
As rubredoxinas são as proteínas de ferro-enxofre mais simples, compostas por 
aproximadamente 60 resíduos de aminoácidos e com uma massa molecular entre 6-7 kDa, sendo 
encontradas em inúmeras bactérias e organismos anaeróbios [19,21,22]. Domínios estruturais contendo 
centros rubredoxina podem também existir em proteínas mais complexas, como por exemplo na 
reductase de óxido nítrico de E. coli (flavorubredoxina) [23], ou nas rubreritrinas [18]. As rubredoxinas 
têm um centro monomérico de ferro ligado a 4 resíduos de cisteínas provenientes do dois segmentos 










A sua estrutura é em geral composta por 3 cadeias de folhas-β antiparalelas na parte hidrofóbica, 
e 2 loops contendo as cisteínas ligantes do metal – Figura 4A – sendo esse local de ligação perto da 
superfície proteica [19]. 
O potencial de redução típico das Rd varia geralmente na gama de -140 a +125 mV, podendo 
haver algumas exceções, em que o potencial atinge valores perto dos +250 mV [18,19].  
 Em relação às suas características espectroscópicas a Rd apresenta um espectro de  UV-Visível 
característico – Figura 5 -, com bandas de absorção com máximos a 350, 380, 490 e 570 nm e um 
coeficiente de extinção molar a 490nm, ε490, =7000 mol-1cm-1 [19,25]. 
Figura 4 – Estrutura da rubredoxina de Desulforibrio vulgaris-  Miyszaki  f. A) Modelo da estrutura da 
proteína Rd de Desulforibrio vulgaris-  Miyszaki  f. (PDB: 2rdv). B) Orientação das 4 cisteínas no centro 













1.3.2. Função biológica 
 
As rubredoxinas atuam como transportadores de um eletrão, estando presentes em múltiplos 
tipos de cadeias de transferência eletrónica, como as de degradação de alcenos, de eliminação de 
espécies reativas de oxigénio ou de eliminação do mesmo, ou no metabolismo do ferro [19,21]. Por 
exemplo, estudos efetuados em Desulfovibrio gigas demonstraram que a Rd é uma proteína importante 
na defesa do stress oxidativo funcionando como parceiro de NADH:rubredoxina oxidoredutase e 
rubredoxinas: dioxigénio oxido-redutases [21].  
 
1.4. Rubredoxina de alto peso molecular (do inglês High Molecular Weight Rubredoxin, 
HMW-Rd) 
1.4.1. Características gerais 
 
Uma rubredoxina mais complexa, que também foi descrita como envolvida em sistemas de 
destoxificação de ROS é a rubredoxina de alto peso molecular, High Molecular Weight Rubredoxin, 
HMW-Rd [20,26,27]. Este é um enzima pouco estudado graças à sua dificuldade de purificação, devido a 
sua baixa estabilidade [20]. 
Esta proteína é dividida em dois domínios apresentando, um domínio N-terminal homólogo com 
NAD(P)H Flavinas Oxidoredutases contendo FMN, com atividade redutase de Fe3+, e o domínio C-
terminal característico de um centro rubredoxina, servindo deste modo como transportador de eletrões 
[20].  
Estudos efetuados com enzimas deste tipo determinaram 1 ferro por subunidade, sendo 
consistente com um único domínio rubredoxina [20]. Este tipo de proteína apresenta por norma cerca de 
229 resíduos de aminoácidos por monómero e uma massa de cerca de 25 kDa [20].  
Figure 5 – Espetro de absorção UV-Visível caraterístico de rubredoxinas no estado oxidado, 







De acordo com ensaios efetuados pensa-se que a transferência eletrónica possa ser efetuada pelo 
seguinte processo – Figura 6: o NADH cede 2 eletrões ao FMN, sendo de seguida os eletrões transferidos 










Embora haja pouca informação sobre este tipo de enzima, este apresenta um espectro UV-Vis 
caraterístico – Figura 7 - no qual se podem observar bandas de absorção com máximos a 450 nm 
correspondentes à contribuição do FMN e outras bandas de absorção com máximos a 490 e 570 nm 











Figure 6- Possível mecanismo da transferência eletrónica dos dois domínios do enzima 
HMW-Rd 
Figure 7 - Espetro de absorção  UV-Vis de HMW-Rd  no estado oxidado ilustrando bandas de 









1.5. Proteína flavodiférrica  
1.5.1. Características gerais  
 
Este tipo de proteínas são uma grande família de enzimas que podem ser encontrados em 
inúmeros procariontes quer anaeróbios como aeróbios, bem como em alguns eucariotas, nomeadamente 







Estes enzimas são citoplasmáticos e apresentam como unidade mínima funcional o 
homodímero, sendo observado em vários procariontes anaeróbios na sua forma homodimérica ou 
homotetramérica sendo que os dímeros estão arranjados em ‘‘head to tail’’.  
De um modo geral, estes enzimas contém em cada monómero dois domínios, um primeiro do 
tipo metalo – β – lactamase, onde se encontra um centro binuclear de ferro e onde ocorre a redução de 
O2 e /ou NO, e um segundo, do tipo flavodoxina, contendo um mononucleótido de Flavina (FMN); no 
dímero, o FMN de um monómero está localizado a ~4 Å do centro de dois ferros do outro domínio – 
Figura 8. As FDPs de Classe A, que têm apenas estes dois domínios por monómero, apresentam cerca 
de 400 resíduos de aminoácidos, sendo a classe de FDPs mais encontrada entre os organismos [28,30]. 
Após uma análise de sequencias de aminoácidos de FDPs, foi possível dividir esta família de 




Figura 8- Estrutura do homodimero da FDP classe B‘’The crystallographic structure flavorubredoxin 
from Escherichia coli‘’(PDB=4D02) [3]  
Figura 9 - Classes estruturais das proteínas flavodiférricas, baseadas na extensão do C-terminal estando 
representado a azul o domínio contendo o centro binuclear de ferro, a laranja o domínio flavodoxina (FMN), a 
amarelo o domínio FMN, vermelho centro rubredoxina e a verde domínio FAD [28] 
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As proteínas da classe B, para além dos domínios presentes nas representantes da classe A, 
possuem também um domínio rubredoxina extra no C-terminal, sendo restritos a proteobactérias. As 
proteínas desta classe apresentam cerca de 480 resíduos de aminoácidos [28,30].  
As FDPs de classe C, têm no C-terminal um domínio NAD(P)H: flavina oxidoredutase. Este 
tipo de classe é somente encontrada em organismos fotossintéticos produtores de oxigénio, sendo 
composta por cerca de 600 resíduos de aminoácidos [29,30]. 
Em relação a classe D, é composta por cerca de 900 resíduos de aminoácidos e apresenta dois 
domínios no C -terminal, um domínio rubredoxina e um domínio NADH: rubredoxina oxidoredutase 
[29,30].  
1.5.2. Proteína Flavodiférrica Classe A 
1.5.2.1. Características gerais.  
 
Em relação às suas características espectroscópicas, o espectro de UV-Visível da forma oxidada 
apresenta uma banda com um máximo aos 450 nm, correspondente à absorção do cofator FMN, sendo 








As propriedades termodinâmicas redox destas enzimas, têm sido analisadas através de titulações 
redox, nas quais se observa a formação de uma semiquinona vermelha após a redução de um eletrão do 
FMN, caracterizado pela diminuição da absorvância a 450 nm acompanhado pelo aumento a 390 nm, 
desaparecendo depois, como resultado da redução completa do FMN (hidroquinona) [29].  
1.5.2.2. Função biológica 
 
De acordo com estudos efetuados com enzimas desta classe, propôs-se um modelo para a 
transferência eletrónica na redução tanto do O2 como do NO – Figura 11. É necessário o uso de proteínas 
redox mediadoras, que de uma forma geral costumam ser oxidoredutases e rubredoxinas para que a FDP 
seja capaz de se reduzir e consequentemente converter o O2 e /ou NO em espécies não tóxicas para a 
célula [30].  
Figura 10- Espetro de absorção UV-VIS característico de FDPs classe A no estado oxidado com a banda de 













Esta redução é efetuada à custa do consumo de NAD(P)H como dador de eletrões.  Para a 
redução completa da enzima são necessários e eletrões (FMNH2 – FeII FeII), podendo deste modo 
reduzir 4 moléculas de NO a 2 moléculas de N2O ou uma molécula de O2 a duas moléculas de H2O.  No 
fim do processo o sistema é restaurado e a enzima permanece na sua forma oxidada (FMNox – FeIII 
FeIII) [3]. 
Estudos demostraram que muitas FDPs atuam preferencialmente como NO redutases (E. coli), 
O2 redutase (Giardia intestinalis) e ocasionalmente algumas conseguem reduzir ambas as espécies 
reativas (Morella termoacetica) [31]. 
Com este trabalho foi proposto estudar o mecanismo de redução tanto do O2 como do NO 
utilizando para isso as três proteínas anteriormente descritas, tendo como ponto de partida o modelo de 










Figura 11- Modelo de transferência eletrónica para o metabolismo de O2 e NO em espécies não toxicas 























2. Materiais e métodos  
2.1 Extração e Purificação de DNA plasmídico  
 
Os genes codificantes para as proteínas alvo foram clonados no plasmídeo de expressão 
pET24(+), pela empresa GenScript. Os plasmídeos que continham o gene codificante para as proteínas 
em estudo foram transformados em células de E.coli XL1-Blue . Após a transformação realizada 
selecionou-se uma colónia (para cada uma das proteínas), que foi ressuspendida em meio Luria-Bertani 
(LB) liquido suplementado com canamicina 50 ng/mL, ficando a incubar durante a noite a 130 rpm, a 
37ºC. Após esse passo as células foram centrifugadas 10 min a 6000 rpm, e retirou-se o sobrenadante. 
O DNA plasmídico foi então purificado com o Kit’’Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification 
System’’(Promega), seguindo as instruções do fabricante. Após a purificação o DNA contendo o gene 
de interesse foi então confirmado por eletroforese em gel de agarose e quantificado com o auxilio de um 
espectrofotómetro NanoDrop. 
2.2 Expressão de proteína  
2.2.1. Transformação de células competentes com DNA plasmídico 
 
Nesta etapa foram transformadas células de E.coli BL21(DE3)GOLD com diferentes 
plasmídeos: pET24 (+)_cdFDP, pET24 (+)_cdRd, pET24 (+)_cdHMW_Rd que codificam para as 
proteínas FDP classe A,   Rubredoxina e Rubredoxina com alto peso molecular,  respetivamente. 
Vetores como pET24 (+) são usados como vetores de transcrição construídos para a expressão 
a partir de sinais de tradução bacterianos transportados dentro de uma inserção clonada.  Na sua 
sequencia apresenta um gene de resistência a canamicina, o que facilita a seleção artificial das colónias 
bacterianas que contém o plasmídeo de interesse[32].  
Cerca de 50 ng/ml de DNA plasmídico foi adicionado a 40 µL de células competentes e colocou-
se em gelo durante 30 min. Passado esse tempo foi dado um choque térmico de 20 segundos a 42ºC e 
as células foram colocadas imediatamente em gelo durante 2 min. Seguidamente foi adicionado 900µL 
de meio LB líquido e incubou-se durante 60 min a 37ºC.  
Posteriormente as células foram plaqueadas em meio LB agar suplementado com 50ug/mL de 
canamicina e incubadas durante a noite numa estufa a 37ºC. 
2.2.2 Testes de expressão das proteínas 
2.2.2.1 Teste de expressão para o enzima HMW-Rd  
 
 Como em trabalhos anteriores a expressão e posterior purificação deste enzima não teve sucesso 
e após se ter realizado uma tentativa de expressão sem êxito, tendo como meio de cultura meio mínimo 
de M9 com as mesmas condições da expressão da rubredoxina, realizaram-se testes de expressão em 
meio Luria -Bertani, LB, sendo este um meio mais rico para o crescimento, suplementado com 50ug/mL 
de canamicina e 1mL de 0.1M FeSO4 . A suplementação de FeSO4 foi essencial para a incorporação do 
ferro na proteína, pois com a utilização do meio LB havia a possibilidade de a proteína incorporar outros 
tipos de metais nomeadamente zinco o que resultaria numa proteína sem atividade. Deste modo, com a 
predominância do metal Fe no meio de expressão, aumenta-se a probabilidade de a proteína incorporar 
o mesmo.  
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As variantes que foram testadas nestes testes de expressão foram a densidade ótica de indução 
que variou entre 0.8 e 1.8 e a concentração de isopropil-β-D-tiogalactopiranosido (IPTG) usada na 
indução (100µM, 500µM e 1 mM). O nível de expressão através da recolha após a indução (2h,4h, 6h e 
durante a noite), foi verificada por géis de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE).  
As células que foram recolhidas após a incubação durante toda a noite foram centrifugadas a 
7000 rpm durante 25 min e, após vários ciclos de congelação (-20ºC) e descongelação, avaliou-se a 
presença ou ausência de proteína solúvel nas várias condições, através de um gel de eletroforese SDS-
PAGE. 
2.2.2.2. Testes de expressão para o enzima FDP e a proteína Rd 
 
 No caso das proteínas FDP e Rd não foi necessário recorrer a testes de expressão devido a já se 
ter conseguido obter proteína pura em trabalhos anteriores [5]. 
2.3. Expressão das proteínas de interesse em larga escala 
 
A partir das transformações das células de E.coli BL21(DE3)GOLD com os diferentes 
plasmídeos foram preparados pré-inóculos de 200 mL de LB suplementado com 50ug/mL de 
canamicina. Estes pré-inóculos foram então incubados durante a noite a 37ºC num agitador orbital a 130 
rpm. 
2.3.1. Sobre-expressão do enzima FDP  
 
O crescimento bacteriano da estirpe que tinha sido transformada com o plasmídeo pET24 
(+)_cdFDP foi realizado a 130 rpm até à OD de indução de 0.4 a 37ºC, e após a indução baixou-se a 
temperatura para 30ºC. O crescimento foi efetuado em condições aeróbicas em Erlenmeyers de 2L com 
2L de meio, preparados com 400 mL de meio mínimo M9 inoculado com 2% de pré-inóculo e 
suplementado com 0.02 M de glucose, 0.002 M MgSO4, 0.1 mM FeSO4, 50ug/mL de KAN50, e 0.1 µM 
CaCl2. O crescimento foi monitorizado por espectroscopia UV-VIS usando a absorvância ao 
comprimento de onda (λ) de 600 nm. Quando se atingiu uma OD= 0.4 a expressão foi induzida com 
0.1mM de IPTG e 0.1 mM de FeSO4. Em seguida incubou-se durante 7 horas. Passado essa etapa o meio 
de crescimento foi centrifugado a 7000 rpm, a 4ºC durante 10 min. As células foram então recolhidas e 
ressuspensas em 20 mM Tris-HCl, pH7.5.  
2.3.2. Sobre-expressão do enzima HMW-Rd 
 
O crescimento bacteriano da estirpe que tinha sido transformada com o plasmídeo pET24 
(+)_cdHMW foi realizado a 130 rpm até à OD de indução de 0.8 a 37ºC em Erlenmeyers de 2L com 1L 
de meio LB inoculado com 2% de pré-inóculo e suplementado com 0.1 mM FeSO4 e 50ug/mL de 
KAN50, e após a indução com 0.1mM IPTG baixou-se a temperatura para 30ºC e incubou-se durante 6 
horas.  
Passado esse tempo o meio do crescimento foi centrifugado a 7000 rpm, a 4ºC durante 10min, 




2.3.3. Sobre-expressão da proteína Rd 
 
 O crescimento bacteriano da estirpe que tinha sido transformada com o plasmídeo pET24 
(+)_cdRd foi realizado a 130 rpm até à OD de indução de 0.8 a 37ºC. 
O crescimento foi efetuado em condições aeróbicas, a 37ºC   e 130 rpm de agitação, em 
Erlenmeyers de 2L com 1L de meio preparados com 200 mL de M9 inoculado com 2% de pré-inóculo 
e suplementado com 0.02 M de glucose, 0.002 M MgSO4, 0.1 mM FeSO4, 50ug/mL de KAN50 e 0.1 µM 
CaCl2. O crescimento foi monitorizado por espectroscopia UV-VIS, sendo a expressão induzida quando 
se atingiu uma OD= 0.8 com 0.4 mM de IPTG e 0.1 mM de FeSO4. Em seguida incubou-se durante 4 
horas. Passado essa etapa o meio do crescimento foi centrifugado a 7000 rpm, 4ºC durante 10 min. As 
células foram então recolhidas e ressuspensas em 20 mM Tris HCl, pH7.5, 10% glicerol.  
2.4. Purificação das Proteínas 
2.4.1- Primeiro passo da Purificação das Proteínas 
 
Após as células terem sido recolhidas, procedeu-se à lise celular. Neste primeiro passo foi 
adicionado à suspensão celular 1µL de 1mg/mL de DNAse, e no caso da HMW-Rd foi ainda adicionado 
PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride) a 0.1mM, funcionando como inibidor não especifico de múltiplas 
proteases.  
Seguidamente as células foram disrumpidas utilizando uma prensa de French (3 ciclos a 1000 
psi), seguindo-se a uma centrifugação com um rotor da marca Beckman Coulter, modelo JA25-50 
(27000 g, 4ºC, 20min) separando as células lisadas das intactas. A fração solúvel foi novamente 
centrifugada de modo a separar a parede celular do conteúdo citoplasmático, utilizando para o efeito 
uma ultracentrifuga com um rotor da marca da marca Beckman Coulter, modelo 45Ti (2 horas, 125000 
g, 4ºC). 
A fração solúvel foi então dialisada, contra 20 mM Tris HCl, ph7.5 para a proteína rubredoxina 
(no caso do FDP adicionou-se 10% glicerol e no caso HMW-Rd 18% de glicerol) num volume final de 
5L a 4ºC durante toda a noite. 
Os passos seguintes de purificação foram efetuados num sistema ÄKTA-Prime (GE Healthcare) 
a 4ºC, e todos os tampões utilizados foram previamente filtrados (0.22µm). 
2.4.2 Purificação do enzima FDP  
 
No processo de purificação da FDP foi somente utilizada uma coluna de troca aniónica ‘’Q-
Spharose” de 160 mL, previamente equilibrada com 20mM Tris HCl,10% glicerol a pH7.5 e realizado 
um gradiente linear de 0-100% de 1M NaCl , num volume final de 900 mL sendo efetuado a um fluxo 
de 4 mL/min. No final a amostra foi concentrada e o tampão foi permutado para 50mM Tris HCl  a 
pH7.5, 18% glicerol. 





2.4.3 Purificação do enzima rubredoxina com alto peso molecular 
 
No processo de purificação da HMW-Rd foi utilizada a mesma coluna utilizada para a 
purificação da FDP, tendo sido equilibrada com 20mM Tris HCl,18% glicerol a pH7.5, sendo a troca 
efetuada graças a um gradiente de 0-50% de 1M NaCl, num volume final de 900 mL sendo realizado a 
um fluxo de 4mL/min. No final a amostra foi concentrada e o tampão foi permutado para 50mM Tris 
HCl a pH7.5, 18% glicerol. 
 A pureza do enzima foi analisada através de géis SDS-PAGE e por espectroscopia de absorção 
UV-VIS.  
2.4.4 Purificação da proteína rubredoxina  
 
 Na purificação da Rd foram utilizadas duas colunas, uma primeira coluna de troca aniónica Q-
Spharose de 160 mL, equilibrada com 20mM Tris HCl a pH7.5, sendo a troca efetuada a um gradiente 
de 0-100% 1M NaCl realizado a um fluxo de 4mL/min. A segunda coluna utilizada foi a Superdex S75, 
coluna utilizada para cromatografias de exclusão molecular, equilibrada com 20mM Tris HCl a pH7.5, 
150mM NaCl. No final a amostra foi concentrada e o tampão foi permutado para 50mM Tris HCl a 
pH7.5, 10% glicerol.  
A pureza da proteína foi analisada através de géis SDS-PAGE e por espectroscopia de absorção 
UV-VIS.  
2.5 Caracterização de Proteínas  
2.5.1 Determinação da concentração de proteína /ferro /flavina  
 
A concentração de proteína foi determinada pelo método do acido bicinconínico (BCA) usando 
como proteína padrão albumina de soro de bovino [33]. 
  As quantidades de ferro e de flavina foram determinadas através de um protocolo 
otimizado para este tipo de proteínas, descrito no esquema seguinte – Figura 12.  
Uma dada quantidade de proteína é diluída em tampão 50 mM Tris HCl, 18% glicerol para um 
volume final de 400 µL, sendo adicionado 5 µL de 8 M HCL (ou no caso de rubredoxinas 50 µL) e 
deixando-se repousar durante 15 minutos. Em seguida é adicionado 50 µL de 5M ácido tricloroacético 
deixando-se repousar novamente durante 30 minutos para desnaturar completamente a proteína. 
 Passado esse tempo, centrifuga-se a amostra durante 5 minutos a 8000 rpm e descarta-se o 
pellet contendo a proteína desnaturada.  É adicionado 100 µL de acetato de amónio 75% e traça-se o 
espectro de UV-visível e retira-se o valor de absorvância a 450 nm. Após a obtenção desse valor e 
utilizando a lei de Lambert-Beer e sabendo que o coeficiente de extinção molar, ε, da flavina é igual a 
11.1mM-1cm-1, obtém-se a concentração de flavina.  
Com a mesma amostra é possível determinar a concentração de ferro adicionando a metade da 
amostra 400 µL de hidroxilamina a 10% e 400 µL de fenantrolina a 0.3%. Durante 2 horas a amostra é 
mantida à temperatura ambiente e em seguida retira-se a absorvância a 510 nm e da mesma forma 
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utilizando a lei de Lambert-Beer e sabendo que o ε do complexo ferro-fenantrolina é igual a 11.2 mM-
1cm-1, obtém-se a concentração de ferro.  
 
 
Figura 12 - Esquema para a quantificação do ferro e da flavina. Quadrado amarelo - esquema para a determinação da flavina e 
quadrado vermelho - esquema para a determinação do ferro 
 
2.5.2 Determinação do estado oligomérico 
 
Para a determinação do estado oligomérico das proteínas em estudo recorreu-se a uma coluna 
de exclusão molecular Superdex 200 10/300 GL, sendo uma coluna de exclusão cromatográfica de 
pequena escala utilizada para a caracterização e análise de proteínas com pesos moleculares entre os 
10 e 600 KDa [34]. 
Ambas as amostras (proteína em estudo e padrões) passaram pela coluna a um fluxo de 0.75 
mL/min, tendo como eluente 20mM Tris HCl a pH7.5, 150mM NaCl e o eluído foi monitorizado a 280 
nm. 
As amostras das proteínas foram preparadas num volume final de 500 µL a uma concentração 
final de 10 mg/mL, e centrifugadas a 10000g durante 10 min.  
O resultado obtido foi confrontado com uma amostra padrão composta por um conjunto de 
compostos com a massa molecular conhecida – Tabela 1- do qual foi possível determinar a massa 
molecular das proteínas e desse modo prever o estado oligomérico dos mesmos. 
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Tabela 1 - Lista de padrões utilizados na determinação do estado oligomérico das proteínas com a referida massa 









Na figura 13-A está representado o cromatograma tipico dos padrões e na figura 13-B está 
ilustrada a relação entre o volume eluído na coluna em relação ao Log da massa molecular das proteínas.  
 
Figure 13-  A) cromatograma típico dos padrões utilizado na determinação do estado oligomérico dos enzimas obtido a um 
fluxo de 0.75 mL/min tendo como eluente 20mM Tris HCl a pH7.5, 150mM NaCl , monitorizado a 280 nm. B) Relação entre 
o Log da massa molecular dos compostos e volume eluído na coluna até a saída de cada proteína. 
 
2.5.3 Determinação do tipo de flavina  
 
 Para a determinação do tipo de flavina recorreu-se a um método cromatográfico de HPLC. A 
Coluna Nova Pack C18 de fase reversa foi equilibrado com 0.1M acetato de amónio pH6:metanol (95:5) 
e o gradiente foi realizado de 0-100% com 0.1M acetato de amónio pH6 :metanol (80:20).  
A amostra proteica foi preparada para uma ter uma concentração final de 20 µM num volume 
final de 200 µL, permutada com H2O mili-Q e filtrada (0.22 µm). A amostra foi então aquecida a 100ºC 
durante 20 min, e posteriormente centrifugada a 13000 rpm durante 15 min e o sobrenadante foi então 
levado para o HPLC.  
Os padrões (FAD, FMN) foram preparados a uma concentração final de 20 µM em H2O mili-Q 





Ferritina 440 0.3 
Aldolase 158 3 
Conalbumina 75 3 
Anidrase carbónica 29 3 




2.6 Cristalografia  
2.6.1 Cristalografia do enzima FDP   
 
Numa primeira fase de obtenção de cristais do enzima FDP  foi utilizado o kit  Structure Screen 
1 + 2 HT-96 da marca Molecular Dimensions [35,36]. A escolha deste kit para a primeira abordagem de 
cristalização deveu-se ao fato, deste apresentar uma vasta gama de variáveis de pH e agentes 
precipitantes, permitindo assim obter uma maior triagem de cristalização. A placa de cristalização foi 
feita com o auxilio do robô de cristalização da marca Digilab, modelo Honeybee X8. 
Para uma maior triagem, para cada condição do kit acima mencionado foram feitas três 
variações de proporções de proteína contra solução de cristalização, variando-se em 1:1, 1:2, e 2:2. 
A amostra do enzima foi preparada para se encontrar a uma concentração de 10 mg/mL num 
volume final de 200 µL, diluída em 50 mM Tris HCl pH7.5, 10% glicerol.  
Com os resultados positivos obtidos na placa de cristalização foram feitos ajustes na condição 
de cristalização de modo a melhor a qualidade dos cristais.  
 
2.6.2 – Cristalografia do enzima HMW-Rd 
 
No caso da HMW-Rd, foram preparadas duas amostras distintas do enzima, sendo que uma 
apresentava uma concentração de 8 mg/mL diluída em 50mM Tris HCl pH7.5, 18% glicerol, 37% 150 
mM NaCl e uma segunda amostra preparada a uma concentração de 16 mg/mL diluída em 50mM Tris 
HCl pH7.5, 4,5% glicerol.  
Foi utilizado o mesmo Kit referenciado acima como primeira tentativa de cristalização, tendo-
se realizado o mesmo procedimento descrito para o enzima FDP, tendo sido feitas 3 placas de 
cristalização uma com a primeira amostra que apresentava 10 mg/mL de proteína com 18% de glicerol, 
uma segunda placa com a amostra de 16 mg/mL de proteína em 4.5% de glicerol com 30% de humidade 
e uma terceira placa com a mesma amostra da placa anterior com 80% de humidade.  
2.6.3 Cristalografia da proteína Rubredoxina 
 
Em relação à proteína rubredoxina, realizaram-se dois procedimentos distintos devido ao fato 
de este tipo de proteína ser bastante estável e difícil de cristalizar. 
O primeiro procedimento realizado foi idêntico ao efetuado com o enzima FDP utilizando o kit  
Structure Screen 1 + 2 HT-96 da marca Molecular Dimensions [35,36], usando-se neste caso a proteína a 
uma concentração de 8 mg/mL em 50mM Tris HCl, 10%glicerol. 
O procedimento seguinte foi realizado com base nos trabalhos efetuados por Siker, L. e seus 
colaboradores, que cristalizaram um grande numero de rubredoxinas nomeadamente Rubredoxina de 




Seguindo a metodologia desses trabalhos o tampão da proteína foi alterado, encontrando-se a 
proteína a uma concentração de 10 mg/mL em 0.1M citrato pH 4.  
Com base nessa informação, utilizou-se o kit Grid Screen AmMonium Sulphate da marca 
Hampton Research, que é um kit de reagentes projetado para fornecer um rastreiro rápido de condições 
de cristalização com base em concentrações crescentes de sulfato de amónio (0.8-3M) em diferentes 
valores de pH (4-9). [39] 
2.7 Métodos espectroscópicos  
2.7.1 Titulações Redox 
 
A titulação Redox foi seguida por espectroscopia de absorção UV-VIS, tendo os espectros tido 
sido adquiridos por um espectrofotómetro de duplo feixe, Perkin Elmer lambda 35, utilizando um 
elétrodo combinado de platina e Ag/AgCl previamente calibrados com uma solução saturada de 
quinidrona a pH 7 [8].  
Estes ensaios realizaram-se à temperatura ambiente , em 50 mM Tris HCl, 18% glicerol pH7.5 
em condições anaeróbicas (soluções desarejadas com um fluxo contínuo de árgon) e na presença de 
glucose oxidase (280 nM), catalase (640 nM) e glucose (1mM), com uma concentração de proteína de 
aproximadamente 35 µM, na presença de mediadores redox de modo a mediar o potencial na gama de 
+265 mV e -275 mV [8] e a variação do potencial foi conseguida com adições sucessivas de 0.01 mM de 
ditionito de sódio   
Os mediadores utilizados foram (0.5 µM cada): ácido 1.2-naphtoquinona-4-sulfúrico, trimetil-
hidroquinona, 1.4-naftoquinona, menadiona, plumbagina, índigo trisulfúrico, fenazina, 2-hidroxil-1.4 
naftoquinona, antraquinona e tetrametil-p-fenilenodiamina [8]. 
Os potenciais lidos foram posteriormente, convertidos para o potencial corrigido em relação ao 
elétrodo padrão de hidrogénio pela seguinte formula: 
E0 = E0Lido + (211+ [EQuinidrona – 75] )  (4) 
2.7.2 Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrónica  
 
 Os espectros de ressonância paramagnética eletrónica (RPE) foram obtidos num 
espetrómetro Bruker EMX equipado com um criostato de fluxo contínuo de hélio ESR 900 da Oxford 
instruments a 4.6 -7 K, com uma frequência de microondas de de 9.34 GHz, uma potência de 2mW e 
uma amplitude de modulação de 10 G. 
2.7.3 Ensaios Cinéticos  
 
Os espectros de UV-VIS seguintes, foram obtidos com o auxilio de um espectrofotómetro 
Shimadzu UV-1800 e por um Diode-Array da marca Biologic. Os ensaios cinéticos foram efetuados em 
condições anaeróbicas, à temperatura ambiente em 50 mM Tris HCl, pH 7.5, 18% glicerol e na presença 
de 280 nM glucose oxidase, 640 nM catalase e 1mM glucose. 




2.7.3.1 Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd 
 
 De modo a se determinar a atividade NAD(P)H-oxidoredutase do HMW-Rd foi realizado um 
conjunto de ensaios nos quais se variou o tipo de aceitador de eletrões (DCPIP, ’2.6 – 
Diclorofenolindofenol’ ou Rd) e de dador de eletrões (NADPH e NADH) na presença de 0.2 µM HMW-
Rd.  
No ensaio da atividade oxidoredutase com DCPIP a uma concentração de 0.05 mM, foi 
analisado o decréscimo da absorvância a 600 nm tendo como doador de eletrões diferentes 
concentrações (0 – 150 µM) de NADPH ou NADH [27].  
Em relação à atividade oxidoredutase com os doadores de eletrões NADH e NADPH (200 µM), 
foi analisado o decréscimo da absorvância a 340 nm tendo como aceitador de eletrões diferentes 
concentrações de DCPIP (0- 150 µM) ou Rd (0-100 µM) [27].  
2.7.3.2 Transferência eletrónica da HMW para Rubredoxinas de diferentes organismos  
 
De modo a verificar a existência de transferência eletrónica entre o enzima HMW-Rd e 
rubredoxinas, realizou-se um ensaio preliminar no qual vários tipos de Rds foram incubadas com HMW-
Rd na presença de 5 mM NADH sendo as cinéticas seguidas a 490 nm.  
 Neste ensaio foram utilizadas rubredoxinas de vários organismos: domínio rubredoxina da 
flavorubredoxina de E.coli, rubredoxina de Archaeoglobus fulgidus tipo 1, rubredoxina de 
Archaeoglobus fulgidus tipo2, rubredoxina de Pyrococus furiosus e rubredoxina de Clostridium difficile 
(Rd-Cd). 
Foi também realizado em paralelo um alinhamento múltiplo da sequência de aminoácidos da 
Rd de C.difficile contra a sequência de um conjunto de rubredoxinas de vários organismos com o 
objetivo de se verificar a semelhança entre elas.  
2.7.3.3 Transferência eletrónica entre as três proteínas (HMW-Rd; Rd; FDP) 
 
Em continuação dos ensaios realizados no tópico acima tentou-se verificar a existência de 
transferência eletrónica ao longo do possível mecanismo de redução do O2 e do NO. Para tal, testou-se 
as proteínas HMW-Rd (5 e 20µM) e Rd de C. difficile (20µM) de modo a observar a capacidade de 
reduzir FDP (20 µM) na presença de 1 mM NADH.  
Estes ensaios foram realizados num aparelho Shimadzu UV-1800 ao longo de 30 min.  
2.7.3.4 Transferência eletrónica na redução do O2 e do NO 
  
Após se ter confirmado a existência de transferência eletrónica ao longo da cadeia testou-se a 
possível redução tanto do oxigénio como do oxido nítrico. Para isso, utilizou-se 5µM de HMW-Rd e 20 
µM de Rd e FDP na presença de 1 mM NADH e foi adicionado tampão (50 mM Tris HCl pH7.5, 18% 
glicerol) saturado com O2 ou NO.  
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Estes ensaios foram também realizados no aparelho de Diode-Array. Nos ensaios que se 
analisou a redução do oxigénio por parte das enzimas não foi adicionado glucose oxidase, glucose para 
não influenciar os resultados.   
2.8 Métodos Amperométricos   
  
Antes dos ensaios amperométricos foi realizado um alinhamento múltiplo da sequencia do FDP 
com outros FDPs para os quais se conhecia o substrato específico (O2 e/ou NO) [31]. 
Para tal, utilizou-se FDP de G.intestinalis (PDB=2Q9U), de T.maritima (PDB=1VMEA), 
M.marburgensis (PDB=2OHI) que são seletivos para oxigénio, E.coli FDP-D (PDB=4D02) descrito 
como sendo seletivo para o NO e ainda M.thermoacetica (PDB=1YCFC) e de D.gigas (PDB=1E5DA) 
que não são seletivos para nenhum dos substratos [31]. 
Após a verificação pela sequencia de qual o substrato preferencial do enzima foi verificado a 
sua atividade das para o consumo dos substratos oxigénio e NO através de ensaios amperométricos. 
2.8.1 Consumo de oxigénio  
 
Nos ensaios em que se tinha como objetivo verificar o consumo de oxigénio do sistema utilizou-
se o aparelho de respirometria de alta resolução – Oroboros Intruments Oxy-graph 2K, equipado com 
um elétrodo de Clark.[40]  
O elétrodo de Clark é um elétrodo constituído por um cátodo, geralmente composto por ouro, e 
um ânodo formado por um elétrodo de Ag/AgCl, ambos mergulhados em uma solução KCl. Este 
elétrodo em solução atinge um potencial de aproximadamente os 800 mV. 
Estes ensaios foram realizados à temperatura ambiente em 50 mM Tris HCl pH 7.5, 18% 
glicerol . 
2.8.1.1 Consumo de oxigénio pelas enzimas 
 
 Nesta fase analisou-se o consumo de oxigénio por parte das diferentes proteínas de modo a 
verificar o seu possível papel no organismo.  
 Para isso foram realizados ensaios nos quais se variou a concentração das proteínas de modo a 
tentar perceber a contribuição de cada uma no consumo de oxigénio. 
As enzimas foram adicionadas sempre na mesma ordem e só se variou a concentração de uma 
das proteínas em cada ensaio. As proteínas foram adicionadas da seguinte forma:  HMW-Rd (0 -20 µM), 
Rd (0- 200 µM) e FDP (0-20 µM) sempre na presença de 5 mM NADH, 7 nM catalase e 1.3nM SOD- 




Figura 14 - Ilustração da metodologia utilizada nos ensaios realizados para a determinação da redução 
de oxigénio pelas proteínas 
 
2.8.2 Consumo de óxido nítrico 
 
 Nos ensaios em que se tinha como objetivo verificar o consumo de NO do sistema utilizou-
se o aparelho de deteção de radicais livres - Apollo 4000, acoplado a um elétrodo especifico para a 
deteção de óxido nítrico.  
 
Estes ensaios foram realizados à temperatura ambiente em 50 mM Tris HCl pH 7.5, 18% 
glicerol, 20µM EDTA e na presença de catalase (130 U/mL), glucose (10 mM) e glucose oxidase 
(4U/mL). 
 
2.8.2.1 – Consumo de óxido nítrico pelos enzimas  
 
O consumo de NO por parte das diferentes proteínas foi avaliado realizando ensaios nos quais 
se variou a concentração do enzima FDP de modo a tentar perceber a contribuição deste no consumo de 
óxido nítrico. 
As proteínas foram adicionadas sempre na mesma ordem e só se variou a concentração de FDP 
(0-1.2 µM). As proteínas foram adicionadas da seguinte forma:  HMW-Rd (0.5µM), Rd (20 µM) e FDP 




















2.9-  Atividade peroxidase do FDP 
 
Por ultimo e com o objetivo de avaliar a atividade do enzima FDP para um terceiro substrato, o 
peroxido de hidrogénio, H2O2, realizou-se um conjunto de ensaios nos quais se variou a concentração 
de H2O2 de modo a se observar o consumo do NADH pelas enzima fase à variação de concentração do 
substrato. 
Os ensaios foram seguidos a 340 nm utilizando um espectrofotómetro da marca Shimadzu UV-
1800 em condições anaeróbias. As proteínas foram adicionadas sempre na mesma ordem e só se variou 
a concentração de substrato (0-10 mM). As proteínas foram adicionadas da seguinte forma:  HMW-Rd 
(5µM), Rd (5 µM) e FDP (5 µM) sempre na presença de 200 µM NADH, como demonstrado na Figura 
16. 
 
Figura 15 - Ilustração da metodologia utilizada nos ensaios realizados para a determinação da 












































3. Resultados/Discussão  
3.1 Testes de expressão e purificação das proteínas 
3.1.1 Testes de expressão da enzima HMW-Rd 
 
Os testes de expressão efetuados para o enzima HMW-Rd, apresentaram resultados positivos 
em todas as condições testadas, – Figura 17, visto que em todas as amostras existe uma banda de 
expressão predominante localizada entre as bandas de 31 e 21.5kDa do marcador (Biorad LMW ‘’low-















Após uma análise de todas as condições testadas, apurou-se que a melhor condição de expressão 
foi analisada quando o crescimento era induzido a uma densidade ótica de 0.8, sendo indiferente a 
concentração de IPTG utilizada para a indução tendo o crescimento durado 6 horas após as células terem 
sido induzidas -Figura 17A. 
 Como a concentração de IPTG foi indiferente para a qualidade de expressão da proteína utilizou-
se uma concentração de 0.1mM de IPTG na expressão da mesma, devido ao fato deste em elevadas 
concentrações ser tóxico para a célula. 
No que diz respeito à solubilidade da proteína, – Figura 17 D – conclui-se que a mesma se 
encontrava solúvel em todas as condições testadas, sendo que as amostras foram recolhidas depois de 
um crescimento que decorreu durante toda a noite. 
Figura 17- SDS -PAGE 15% das amostras dos testes de expressão de HMW-Rd. A) Amostras dos crescimentos 
induzidos a uma densidade óptica (O/D) de 0.8 com concentrações de IPTG de 0.1 a 1 mM, às 2, 4 e 6 horas após 
indução  . B) Amostras dos crescimentos induzidos a uma (O/D) de 1.8 com concentrações de IPTG de 0.1 a 1 
mM, às 2, 4 e 6 horas após indução. C) Amostras dos crescimentos recolhidas após um teste decorrido durante 
toda a noite  induzidos a uma densidade otica (O/D) de 0.8 e 1.8 com concentrações de IPTG de 0.1 a 1 mM. D) 
Solubilidade do enzima nas diferentes condiçoes testadas recolhidas após um crescimento durante toda a noite, 
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3.1.2 Purificação das proteínas 
3.1.2.1 - Proteína Flavodiférrica (FDP)  
 
 O cromatograma da passagem do enzima na coluna de Q-Spharose está representado na figura 
18, na qual se pode observar que a 50% do gradiente de 0-1M NaCl existe uma banda de absorvância 
máxima a 280 nm correspondente à eluição da proteína na coluna. 
 
 
Figura 18  - Cromatograma obtido a 280nm na purificação do enzima FDP,  representado a separação 
de diferentes proteínas à saída da coluna Q-Spharose (linha preta) ao longo de um gradiente de 0-1M 
NaCl, (linha amarela). 
 
Devido à fragilidade da proteína em reter os cofatores, o enzima não foi sujeita à passagem 
noutra coluna, para uma purificação mais eficiente.  
Como o enzima após se ter realizado as quantificações de proteína, ferro e flavina apresentava 
resultados muito inferiores ao esperado para este tipo de enzima, foi realizado uma reconstituição de 
modo a se tentar completar a proteína com ferro e flavina. Deste modo foi incubada durante 24 horas 
com FeSO4 e FMN 5x mais concentrados em relação à quantidade de proteína, na presença de 0.5 M 
ditiotreitol (DTT). Após esse tempo a proteína foi centrifugada a 7000 rpm, durante 10 min a 4ºC, e o 
tampão foi permutado para 50 mM Tris Hcl pH7.5, 18% glicerol, com o auxilio de um centricon com o 
objetivo de remover o excesso de cofatores.  
Os espectros de UV-VIS das frações inicial e final após reconstituição estão representados na 
figura 19, podendo-se observar que após este processo o enzima pelos cofatores o razão de absorvância 
A280/A450 passou de 15.4 para 8.1 e que a razão ferro/proteína e flavina/proteína foi concordante com 







Figura 19 – Espetros de absorção UV-VIS da fração obtida na coluna Q-Spharose (linha cinzenta) e da fração reconstituída 
com Fe e flavina (linha preta) em tampão 50mM Tris HCl pH7.5 + 18% glicerol no estado oxidado 
No final foi realizado um gel de SDS-PAGE com todas os passos de purificação para verificar 
o seu estado pureza -Figura 20 A- podendo se observar que a proteína apresenta o tamanho esperado de 
45 kDa. A amostra da fração final está representada na figura 20 B exibindo uma tonalidade laranja, da 







Figura 20 A) SDS-PAGE 15% das amostras recolhidas na após diálise (D), fração obtida na Q-Spharose (QS) e após 
reconstituição. B) Fração final em tampão 50mM Tris-HCl pH7.5 + 18% glicerol. 
 
3.1.2.2 Rubredoxina com alto peso molecular (HMW-Rd) 
 
No caso da HMW-Rd foi estimado também o ponto isoelétrico, a partir da sequência, obtendo-
se um valor de 5.2. Deste modo realizou-se o mesmo procedimento de purificação da coluna de troca 
aniónica.  
O cromatograma da passagem do enzima na coluna está representado na figura 21, observando-
se que apesar de ter sido a primeira coluna de purificação, conseguiu-se separar muitos contaminantes 
ao longo do gradiente. Independentemente de não haver uma banda de absorção máxima, conseguiu-se 
detetar a fração correspondente à proteína de interesse pela cor observada nos tubos de ensaio recolhidos 
no final, verificando que o enzima eluiu da coluna a 35% do gradiente efetuado.  
(kDa)   M      Diálise        QS                   Reconstituída  
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Após a passagem pela Q-Spharose obtiveram-se 4 frações que diferiam entre si pela presença 
ou ausência de cofatores (ferro e flavina) -Figura 22 – observando-se que os espectros de UV-VIS 
apresentam diferenças de fração para fração, sendo que as maiores alterações são verificadas nas frações 
I, III e IV.  A fração I não apresenta absorção a 450nm correspondente à flavina apresentando na sua 
constituição somente o ferro como cofator exibindo a amostra uma coloração com uma tonalidade rosa. 
Em relação à fração III, apresenta bandas de absorção a 450 nm correspondente ao cofator flavina e a 
490/570 nm correspondente ao centro rubredoxina, apresentando deste modo os dois cofatores do 
enzima. A fração IV ao contrario da fração I apresenta uma banda de absorção a 450 nm correspondente 
à flavina, porém apresenta muito pouca absorção a 570 nm o que indica que o centro rubredoxina não 
tem ferro no seu centro; neste caso a amostra apresenta uma tonalidade amarela correspondente à 
presença dominante do cofator flavina.  
 
 
Figura 21 Cromatograma obtido a 280nm na purificação do enzima HMW-Rd, representado a separação de 
diferentes proteínas à saída da coluna Q-Spharose (linha preta) ao longo de um gradiente de 0-1M NaCl, 
(linha amarela) 
 
Figura 22 – Espetros de absorção UV-VIS das 4 frações do HMW-Rd nativas obtidas após passagem pela 




Embora todas as frações apresentassem o tamanho esperado (23 kDa) – Figura 23A -, somente 
a fração II e III apresentam pelo espectro a presença dos dois cofatores [20]. Embora tanto a fração II 
como III apresentassem o enzima completo a fração II encontrava-se muito impura após a passagem na 
Q-Spharose, por esse motivo utilizou-se a fração III para a realização dos ensaios seguintes. No final da 
eluição da Q-Spharose foi permutado o tampão das quatro frações para 50 mM Tris HCl pH7.5 + 18% 
glicerol. Na figura 23B está ilustrada a fração III final do enzima apresentando uma coloração alaranjada 







Figura 23-A) SDS -PAGE 15% das amostras recolhidas após diálise e das frações obtidas na Q-Spharose (QS). B) 
Fração final em 50mM Tris-HCl pH7.5 +18% glicerol. 
 
 Os resultados obtidos vão de encontro com os resultados apresentados para um enzima 
homologo ao HMW-Rd de Morella thermoacetica, verificando-se uma ausência de banda de absorção 
a 490 e a 570 nm quando o centro rubredoxina contém zinco -Figura 22, Fração IV- em vez de ferro. [20]  
3.1.2.3 Rubredoxina de Clostridium difficile (Rd) 
 
 A rubredoxina passou por 2 passos de purificação, tendo sido realizado uma diálise, seguida de 
uma coluna de troca aniónica Q-Spharose e por fim uma coluna de exclusão molecular Superdex S75 
 Antes de passar na Q-Spharose foi determinado também o ponto isoelétrico da proteína para se 
escolher o tipo de resina a utilizar e o tipo de gradiente a efetuar. Foi determinado um ponto isoelétrico 
de 4.0 para a proteína, do mesmo modo das anteriores, tendo-se utilizado a amostra a um pH 7.5 numa 
coluna equilibrada com 20mM Tris HCl,10% glicerol a pH7.5.  
O cromatograma da passagem da proteína na coluna Q-Spharose está representado na figura 24 
A, no qual se pode observar que a 30% do gradiente efetuado existe uma banda de absorvância máxima 
a 280 nm correspondente à eluição da proteína da coluna. 
Essa fração foi posteriormente concentrada e injetada na coluna de exclusão molecular Superdex 
S75 – Figura 24 B; ao longo das três injeções efetuadas observou-se uma banda predominante a 280 nm 
correspondente à saída da proteína de interesse da coluna. No final concentraram-se as três frações e 
permutou-se o tampão para 50mM Tris HCl pH7.5 + 10% glicerol e avaliou-se o seu estado de pureza.  
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Figura 24 – A) Cromatograma obtido a 280nm na purificação da proteína Rd, representado a separação de diferentes proteínas 
à saída da coluna Q-Spharose (linha preta) ao longo de um gradiente de 0-1M NaCl, (linha amarela). B) Cromatograma obtido 
a 280nm na purificação da proteína Rd, representado as três injeções e separação de diferentes proteínas à saída da coluna 
SuperdexS75 (linha preta)  
 
Obteve-se uma fração com um espectro de UV-VIS característico de rubredoxinas [19] – Figura 















O grau de pureza foi analisado também por SDS-PAGE, concluindo-se deste modo, que a 
proteína após a passagem na coluna de exclusão molecular ficou pura, resultando numa uma única banda 
abaixo dos 14.4 kDa – Figura 26 A- sendo que a massa molecular esperada através da sequência de 
aminoácidos é igual a 5.85 kDa. A fração final da amostra proteica está representada na figura 26 B 
apresentando uma tonalidade vermelho escuro. 
 
A B 
Figura 25- Espectro de Absorção UV-VIS da rubredoxina oxidada de C.difficile em 50mM Tris HCl pH7.5 + 












Figura 26- A) SDS –PAGE a 15% das amostras recolhidas a após diálise, fração obtida na Q-Spharose (QS) e 
obtida na Superdex S75(S75). B) Fração final em 50mM Tris-HCl pH7.5 +10% glicerol. 
3.2 – Caracterização das proteínas 
3.2.1 -Quantificações  
 
 De acordo com as características de cada uma das proteínas é expectável que a proteína 
flavodiférrica apresente 1 flavina e dois ferros por monómero[28], a HMW-Rd exiba a presença de 1 
flavina e de 1 ferro, [20] e a rubredoxina 1 ferro por proteína[19]. Na tabela 2 encontra-se um resumo das 
quantificações das três proteínas. 
 
Tabela 2 -Quantificação das proteínas em relação a concentração de proteína, ferro e flavina. 





Rd 1315 1.25 - 56 
HMW-Rd 996 0.25 0.12 13 
FDP 339 2.53 0.83 18 
 
As quantificações de Rb e de FDP estão de acordo com o valor esperado, porém no caso do 
HMW-Rd a quantificação de ferro e flavina por proteína não foi o mais correto, podendo ser uma das 
causas a má quantificação deste enzima devido ao fato da proteína ainda se encontrar impura 
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3.2.2 – Determinação do estado oligomérico  
3.2.2.1 – Determinação do estado oligomérico do FDP  
  
 Para a determinação do estado oligomérico da proteína flavodiférrica, a proteína foi eluída numa 
coluna analítica de exclusão molecular Superdex 200 10/300GL; a coluna foi calibrada com várias 
proteínas de massa molecular conhecida. 
 Deste modo, foi possível determinar uma massa molecular para a FDP de 175.kDa – Figura 27. 
Como cada monómero da FDP apresenta uma massa molecular de 44.9 kDa com base na sequência 
primária da proteína, os dados indicam que em solução está presente um tetrâmero, tal como acontece, 









3.2.2.2 – Determinação do estado oligomérico do enzima HMW-Rd 
 
 Do mesmo modo, para a HMW-Rd, obteve-se uma massa de 51,5 kDa - Figura 28, o que é 
compatível com a presença de um homodímero (massa estimada de cada monómero é de 23.5 kDa), tal 
como descrito para a proteína homóloga de Morella thermoacetica [20]. 
 
 





Figura 27- A) Cromatograma obtido a uma absorvância de 280 nm da eluição da FDP (linha amarela) e da mistura de padrões 
(linha preta) na coluna analítica Superdex200 10/300GL. B) Reta de calibração contendo o Log das massas moleculares dos 
padrões conhecidos (pontos pretos) e da massa molecular da amostra (ponto amarelo) 
Figura 28- A) Cromatograma obtido a uma absorvância de 280 nm da eluição do HMW-Rd (linha laranja) e do padrão (linha 
preta) na coluna analítica Superdex200 10/300GL. B) Reta de calibração contendo o Log das massas moleculares dos padrões 






3.2.3 – Determinação do tipo de Flavina  
 
Tanto o FDP como o HMW-Rd apresentam um cofator de flavina na sua estrutura. De modo a 
determinar o tipo de flavina presente nos dois enzimas foi realizado uma cromatografia de HPLC, 
utilizando uma coluna de fase reversa. 
 
 
Em ambos os enzimas a flavina correspondente foi FMN (Mononucleótido de flavina) 
apresentando um tempo de retenção de 22 min equivalente ao tempo de retenção observado para o 
padrão de FMN- Figura 29 
3.2.4 – Cristalografia  
3.2.4.1 – Cristalografia da proteína Flavodiférrica  
  
Ao se ter utilizado o kit Structure Screen 1+2 HT-96 como referido nos Materiais e Métodos 
verificou-se que em duas condições principais houve a formação de cristais, porém na condição que 
tinha como agente cristalizante 0.2M acetato de magnésio, 0.1M cacodilato de sódio pH6.5, 20% PEG 
8000 na proporção 1:1., os cristais resultantes apresentavam um aspeto mais abundante e robusto- figura 







Figura 29- Cromatogramas utilizados para a determinação do tipo de flavina presente no HMW-Rd (A) e na FDP 
(B) (linha verdes), usando FAD (linha azul) e FMN (linha preta) como padrões. Eluição mediante um gradiente 0-
100% de acetato de amonio 0.1M:MeOH (80:20) (linha amarela), seguido a uma absorvância de 450nm.  
A B 
Figura 30 – Cristais do enzima FDP obtidos na condição de cristalização 0.2M acetato de 




No esforço de se tentar melhorar a forma dos cristais variou-se a percentagem de PEG8000 (10 
- 30 % PEG8000), com e sem hexamina de cloreto de cobalto (III) e incubou-se as placas de cristalização 
a 20 e a 30 ºC. 
Com essas alterações conseguiu-se alterar o aspeto e a forma dos cristais - Figura 31 –obtendo-
se agulhas mais grossas e maiores – Figura 31A – na condição de cristalização, 0.2M acetato de 
magnésio, 0.1M cacodilato de sódio pH6.5, 15% PEG 8000  na proporção 1:1 a 20ºC, bastonetes- Figura 
31B - na condição de cristalização, 0.2M acetato de magnésio, 0.1M cacodilato de sódio pH6.5, 14% 
PEG 8000  na proporção 1:1 a 20ºC  e placas em forma de losango exibindo uma coloração alaranjada 
– Figura 31C – na condição, 0.2M acetato de magnésio, 0.1M cacodilato de sódio pH6.5, 13% PEG 












3.2.5– Estruturas obtidas por homologia  
3.2.5.1 – Estrutura da FDP obtida por homologia  
 
Com a sequência de aminoácidos do FDP recorreu-se a ferramenta online PHYRE2 [41] 
disponibilizada em www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index, de modo a se criar um 
modelo da estrutura da rubredoxina com base na homologia com outras proteínas com estrutura 
conhecida.  
Com a sequencia da FDP, obteve-se um modelo para a FDP de Clostridium difficile construído 
por homologia com a estrutura do homodimero da FDP classe A de Moorella thermoacética 
(PDB=1ycg), apresentando 100% de confiança e 40% de identidade. 
Como a estrutura criada não apresentava os cofatores (FMN e ferros) na estrutura do enzima 
para tal, sobrepôs-se a estrutura do homodimero da FDP classe A de Moorella thermoacética 
(PDB=1ycg) e retiraram-se as coordenadas tanto da flavina como dos dois ferros, obtendo-se desse 
modo a estrutura modelo ilustrada na figura 32 
Figure 31 – Cristais do enzima FDP. A) Cristais obtidos na condição de cristalização 0.2M acetato de 
magnésio, 0.1M cacodilato de sódio pH6.5, 15% PEG 8000 na proporção 1:1 a 20ºC. B) Cristais obtidos na 
condição de cristalização 0.2M acetato de magnésio, 0.1M cacodilato de sódio pH6.5, 14% PEG 8000 na 
proporção 1:1 a 20º C) Cristais obtidos na condição de cristalização 0.2M acetato de magnésio, 0.1M 
cacodilato de sódio pH6.5, 13% PEG 8000 na proporção 1:1 a 30º 
 






3.2.5.2 – Estrutura da rubredoxina obtida por homologia. 
 
O resultado obtido foi a estrutura representada na Figura 33 - construída com base na estrutura 
de rubredoxina de Desulforibrio vulgaris- Miyazaki f. (PDB: 2rdv),  tendo uma identidade de 42% com 
99.9% de confiança. 
Como a proteína obtida não possuía as coordenadas do Fe na proteína, sobrepôs-se a estrutura 
da rubredoxina de C. difficile obtida por homologia com a estrutura da rubredoxina de Desulforibrio 
vulgaris- Miyazaki f. e retirou-se as coordenadas do Fe acrescentou-se à rubredoxina de C.difficile. 
O PDB final foi ajustado com auxilio do programa Coot, de modo às cisteínas ficarem 
direcionadas para o Fe [42].  
 
 
Figura 33 -Estrutura da rubredoxina de Clostridium difficile obtida por homologia com a 
rubredoxina de Desulforibrio vulgaris-  Miyazaki  f. (PDB: 2rdv) 
Figura 32 - Estrutura do homodimero da FDP de Clostridium difficile construído por homologia através 
do programa PHYRE2 utilizando como proteína modelo com a estrutura do homodimero da FDP classe 
A de Moorella thermoacética (PDB=1ycg) 
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3.3 – Ensaios espectroscópicos  
3.3.1 – Titulações Redox 
  
  Com o objetivo de se determinar o potencial da transição do estado oxidado para o estado 
reduzido das proteínas foram realizadas titulações redox. O potencial foi medido com um elétrodo de 
platina e Ag/AgCl sendo posteriormente corrigido para o elétrodo de hidrogénio padrão. O potencial da 
proteína foi então determinado através da equação de Nernst (5). 
 
 




3.3.1.1 – Titulação Redox do enzima FDP 
 
No caso do FDP, a redução observada é atribuída somente ao cofator FMN, devido ao 
coeficiente da absorção do centro binuclear (Fe-Fe) ser demasiado baixo e por esse motivo 
negligenciado.  
A redução da flavina oxidada depende dos motivos estruturais das proteínas, porque apesar da 
flavina ser reduzida completamente com dois eletrões (hidroquinona), esta pode apresentar um estado 
semi-reduzido (semiquinona) quando reduzida com um só eletrão. A semiquinona de flavina pode ser 
protonada (semiquinona azul) ou desprotonada (semiquinona vermelha), sendo que essa distinção da 
semiquinona é dependente do seu meio envolvente [43,44] – Figura 34.  
 
                                Figure 34 – Estados redox do cofator flavina [44] 
 
E – Potencial  
Eº - Potencial lido  
R – Constante dos gases perfeitos 
n- Numero de eletrões  
F – Constante de Faraday 
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Estes dois radicais têm característica de absorção distintos, sendo que a semiquinona azul 
apresenta uma banda de absorção entre 580 e 620nm, enquanto que a semiquinona vermelha tem uma 
forte absorção a 380 nm e a 460 nm podendo conter uma absorção adicional a 400 nm [8,34].  
 
 
A titulação do FDP revelou um potencial de +70mV±20 e +30mV±10 provenientes da redução 
do FMN Oxidado para o FMN semi-reduzido  e do FMN semi-reduzido  para o FMN reduzido  , respetivamente - Figura 
35. 
Com a titulação redox, pode-se observar também que o FMN do FDP parcialmente reduzido - 
Figura 36 - apresenta na sua forma semi-reduzida uma semiquinona vermelha apresentando máximos 
de absorção a 380, 400 e 460 nm 
 
 
Figura 36- A) Redução gradual do enzima FDP com ditionito de sódio 5mM. FDP oxidado (linha azul), semi-
reduzido (linha laranja) e reduzido (linha cinzenta). B) Curvas das diferentes populações oxidadas (linha azul) 
semi-reduzido (linha laranja) e reduzido (linha cinzenta) ao longo do potencial obtidas pela equação de Nernst.  
Figura 35 -A) Espectros de absorção de UV-VIS da titulação redox do enzima FDP de Clostridium difficile com 5 
mM ditionito de sódio. B) Variação da absorvância a  450 nm  C) Variação da absorvância a  360 nm  
 
A C B 
A B 
B A C 
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3.3.1.2 – Titulação Redox do enzima HMW-Rd 
 
Os potenciais de redução de ambos os domínios do enzima foram determinados por 
potenciometria, da mesma forma que o enzima anterior. 
 Os potenciais de redução dos dois centros são praticamente idênticos, não sendo possível 
discriminá-los; obteve-se um valore de 45±10 mV correspondente ao domínio rubredoxina e de 35±5 





Do mesmo modo, tentou-se reduzir o enzima com quantidades equivalente de NADH em 
condições anaeróbias. 
Através dos espectros de absorção UV-VIS obtidos foi possível confirmar que o enzima é 








Figura 37-A) Espectros de absorção de UV-VIS da titulação redox do enzima HMW-Rd de Clostridium difficile com 
5mM ditionito de sódio. B) Variação da absorvância e  450 nm  C) Variação da absorvância a 475nm  
 
Figura 38– Espectros de UV-VIS da titulação do HMW-Rd com quantidades equivalentes de 







1 eq. de NADH 
2 eq. de NADH 
3 eq. de NADH 
B C A 
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É possível também verificar que com a adição de 1 equivalente de NADH o centro rubredoxina 
[Fe(SCys)4] desaparece por completo, o que parece indicar um potencial ligeiramente mais positivo para 
este centro que o do FMN 
3.3.1.3 – Titulação Redox da Rubredoxina 
O potencial da Rubredoxina foi determinado usando os máximos das bandas de absorção a 360 
, 490 e 560 nm, sendo representado na figura abaixo, a redução da proteína pela titulação com ditionito 
de sódio - Figura 39 . 
 
 
Figura 39- Titulação redox da proteína rubredoxina de Clostridium difficile com 5mM ditionito de 
sódio. B) Variação da absorvância a 490 nm ao longo do potencial a partir da equação de Nernst.    
 
O potencial redox obtido através da equação de Nernst para esta enzima foi de +115mV ± 5 
mV. 
 O potencial determinado ficou situado entre a gama de potenciais conhecidos para proteinas 
deste tipo, +125 mV para a rubredoxina de Guilardia theta [45]e -140 mV para o domínio Rd da FlRd de 
Escherichia coli[28]. 
3.3.2 – Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrónica 
 
A espectroscopia de ressonância paramagnética eletrónica foi utilizada para caracterizar os 
centros férricos das diferentes proteínas. 
3.3.2.1 – Espetro de RPE do enzima FDP 
 
 Foi traçado o espectro de RPE para o enzima FDP - Figura 40, sendo que na forma oxidada, só 
se obtém o sinal referente ao radical  FMN com um valor de g~2estando o centro binuclear de ferro 
totalmente oxidado (FeIII-FeIII); como os dois iões de ferro estão acoplados antiferromagnéticamente, o 




 Ao se reduzir o enzima com um equivalente de menadiol o centro binuclear de ferro fica com 
um estado de valência mista, paramagnético (FeIII-FeII), obtendo-se um sinal rômbico com valores de g 
de 1.95, 1.91 e 1.79 característico de proteínas diférricas [28].  A observação deste sinal confirma a 












3.3.2.2 – Espectro de RPE do enzima HMW-Rd e da Rd 
 
Os espectros de RPE do HMW-Rd e da rubredoxina são característicos para estas proteínas, - 
Figura 41 - com o centro no estado férrico e S=5/2. Os valores de g para o HMW podem ser atribuídos 
a um sistema com E/D ~0.2, e valores de g a 8.91, (dobleto fundamental, |+1/2>) e 5.00 e 3.70 (dobleto 
do meio, |+3/2>). 
 
Figura 41 – A) Espectro de RPE do enzima HMW-Rd  oxidado, em 50mM Tris HCl   pH 7.5, 18%glicerol, obtido a 4.6 K , 2.4 
mW, 9.64 GHz e 1 mT de modulação de amplitude. As setas pretas indicam os valores de g presentes, B) Romograma com os 
valores de g encontrados neste sistema.  
Figura 40 - Espectro de RPE do enzima FDP como isolado (linha vermelha) e no estado de valência mista (linha azul) reduzida 
com menadiol, em 50mM Tris HCl   pH 7.5, 18% glicerol, obtido a 7K , 2.4mW, 9,64GHz e 1mT . As setas pretas estão a 





Para a rubredoxina -Figura 42 - , o espectro de RPE pode ser interpretado como resultando de 












Figura 42 – A) Espectro de EPR da proteína rubredoxina oxidada, em Tris HCl 50mM  pH 7.5, 10%glicerol, obtido a 4.6 K , 
2.4 mW, 9.64GHz e 1mT de modulação de amplitude. As setas pretas estão a indicar os valores de g. B) Romograma com os 
valores de g encontrados neste sistema.  
 
3.4 – Ensaios Cinéticos  
3.4.1 – Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd 
 
 Na tentativa de se tentar analisar a possível transferência eletrónica entre as três proteínas, 
começou-se por verificar qual o melhor dador de eletrões ao HMW-Rd, para isso utilizou-se NADH e 
NADPH como dador inicial de eletrões. 
 Desse modo, determinou-se a atividade NAD(P)H oxidoredutase do HMW-Rd por conjunto de 
ensaios variando tanto o dador de eletrões (NADH ou NADPH) como o aceitador dos mesmos (DCPIP 
ou Rd de C. difficile). 
 Como ensaio preliminar testou-se variações de concentração tanto de NADH como de NADPH 
funcionando como dador de eletrões, utilizando como aceitador final de eletrões DCPIP, um aceitador 













Os ensaios seguiram uma cinética Michaeliana tendo sido possivel determinar os valores da 
constante de Michaelis (KM), medida inversa da afinidade do enzima para o substrato e o valor da 
velocidade máxima da reação  (Vmax). 
 
Tabela 3 – Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd, determinação de Vmax e KM tendo NAD(P)H como 






De acordo com os resultados obtidos -Tabela 3- pode-se presumir que em termos de dador de 
eletrões o NADH demonstrou um KM  muito inferior comparativamente ao dador de eletrões NADPH, 
indicando que existe uma afinidade preferencial para o dador de eletrões NADH.  
 De seguida verificou-se qual seria o comportamento do enzima fase a concentrações crescentes 














  HMW-Rd DCPIPa 35 49 
DCPIPb 27 127 
aNADH usado como dador de eletrões 
bNADPH usado como dador de eletrões 
Figura 43 – Atividade NAD(P) Oxidoredutase do HMW-Rd determinada com concentrações 
crescentes de NADH (pontos cinzentos) ou NADPH (pontos amarelos) como dadores de eletrões 
e DCPIP como aceitador de eletrões seguido a comprimento de onda de 620 nm 
 
Figura 44 - Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd determinada com concentrações 
crescentes de DCPIP tendo como NADH (pontos cinzentos) ou NADPH (pontos amarelos) seguido a 
comprimento de onda de 340 nm 
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Os ensaios seguiram também uma cinética Michaeliana, em que indicaram – Tabela 4 – que 
com a mesma quantidade de dador de eletrões o enzima tem a mesma afinidade semelhante para doar 
os electrões, porém ao se utilizar NADH para dar inicio à reação a velocidade é mais rápida cerca 2 
vezes do que se utilizar NADPH como dador de eletrões. 
Tabela 4 - Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd, determinação de Vmax e KM NAD(P)H como dador de 







Com a mesma metodologia, tentou-se verificar o comportamento do possivel aceitador do 
mecanismo proposto, a rubredoxina, com quantidades constantes de dadores de eletrões,  NAD(P)H,  











Tabela 5 - Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd, determinação de Vmax e KM NAD(P)H como dador de 





Os ensaios seguiram novamente uma cinética Michaeliana, indicando  – Tabela 5 – que o enzima 
apresenta uma afinidade muito superior para o aceitador de eletrões Rd comparativamente ao DCPIP. 
Foi tambem possivel verifica que embora o sistema apresente mais afinidade com o NADPH sendo o 
dador de eletrões, é mais rápido quando se utiliza NADH como iniciador da reação.   




  HMW-Rd NADHc 165 48 
NADPHc 74 35 
cDCPIP usado como aceitador de eletrões  




  HMW-Rd NADHc 2.53 6 
NADPHc 1.88 2 
cRd usado como aceitador de eletrões  
Figura 45 - Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd determinada com concentrações crescentes de Rubredoxina 
tendo como NADH (pontos cinzentos) ou NADPH (pontos amarelos) seguido a comprimento de onda de 340 nm 
47 
 
Em suma, com este conjunto de ensaios conseguiu-se começar a construir o possível mecanismo 
de transferência eletrónica entre as três proteinas, sabendo que tanto o NADH como o NADPH são 
eficientes na redução do HMW-Rd e posterior redução da Rd.   
Nos ensaios seguintes foi utilizado o NADH como dador de eletrões, devido a tornar a reação 
mais rápida. 
3.4.2 – Transferência eletrónica entre as proteínas  
 
Seguindo o caminho do tópico anterior, tentou-se verificar a possível transferência entre as 
proteínas, de modo a se compreender se existiria a passagem de eletrões entre HMW-Rd para a Rd e 
posteriormente para a FDP. 
 Nos ensaios anteriores verificou-se a capacidade do HMW-Rd transferir eletrões para a Rd, 
agora o objetivo era compreender se a Rd seria capaz de transferir os eletrões para a FDP ou se a própria 
HMW-Rd seria capaz de reduzir a FDP sem necessitar da ajuda da rubredoxina.  
 Por ultimo também se tentou verificar se após a possível redução da FDP, esta, seria capaz de 
se oxidar na presença de NO e/ou O2 e voltar a reduzir-se. 
 
 
3.4.2.1 –Transferência eletrónica do HMW-Rd para Rd de diferentes organismos  
 
De modo a verificar a eficiência de redução da HMW-Rd para com a rubredoxina de C.difficile 
foi realizado um ensaio em que a HMW-Rd teve como aceitador de eletrões varias rubredoxinas de 
organismos diferentes.  
A diferença entre elas foi analisada através de um alinhamento de sequências de aminoácidos 
de rubredoxinas, ilustrado na figura 46, estando organizadas de ordem decrescente do potencial de 
redução de cada uma – Tabela 6. 
De acordo com o alinhamento múltiplo podemos verificar que as sequencias são muito 
conservadas entre elas apresentando os segmentos Cys-XX-Cys-Gly-(X)n-Cys-XX-Cys-Gly altamente 
conservados  
Ao colocar as sequências por ordem decrescente do potencial de redução pode-se verificar que 
à medida que o potencial desce para valores negativos - Tabela 6 -, ocorre a substituição de um resíduo 
de alanina por um resíduo de valina - Figura 47.  Porém quando os potenciais apresentam valores quer 
muito positivos, quer muito negativos ocorre também substituição desse resíduo que no caso da 
rubredoxina de Guillardia theta, existe a substituição de uma alanina por uma serina e no caso do 

















A rubredoxina de C. difficile parece estar no limiar da troca de posição do resíduo de alanina, 
devido ao fato de apresentar um potencial muito positivo (E=+115mV) e apresenta uma asparagina no 
10º resíduo enquanto que todas as outras (com exceção do domínio Rd da FlRd de E.coli) apresentam 
uma glicina.   
Figure 46 - Alinhamento da sequencia de aminoácidos  baseado na sobreposição das estruturas das rubredoxinas. A 
rubredoxina de Clostridium difficile foi alinhada com sequencia de aminoácidos da rubredoxina de G. theta[45], A. 
fulgidus Tipo 1[48], A. fulgidus Tipo 2[48], P. furiosus[19,49,50], D. desulfuricans[19,51],  M. elsdenii [19], D. gigas[19], D. 
vulgaris_Miyazaki[19], D. vulgaris _ Hidenborough[19], P. oleovorans, B. methylotrophicum[19], H.modilis[19], C. 
pasteurianum[19,49,50], C. thiosulfatiphilum[19], T.palidum[52], C.tepidum[53] e domínio rubredoxina da FLRD de E. 
coli[28]. Estando representado a vermelho as cisteínas que participam na ligação do ferro, a cinzento as regiões 








Foi realizado um conjunto de ensaios experimentais em condições anaeróbias com algumas 
rubredoxinas disponíveis no laboratório de Metaloproteínas e Bioenergética do ITQB, de modo a testar 
a transferência eletrónica tendo como dador inicial de eletrões NADH representado Figura 47.  
Foram utilizadas para além da rubredoxina de C. difficile, três outras proteínas com potenciais 




Com este ensaio foi possível demonstrar que o enzima HMW-Rd não é capaz de reduzir todo o 
tipo de rubredoxinas, funcionando melhor quando o seu aceitador de eletrões apresenta potenciais de 
redução positivos.  
Deste modo pode-se concluir que apesar da rubredoxina de C. difficile ser reduzida pelo HMW-
Rd, com potencias de redução mais baixos como o caso das rubredoxinas de Arqueoglobus fulgidus e 
Pyrococus furiosus a transferência eletrónica é mais rápida, sendo a transferência interrompida se o 
potencial de redução for muito negativo como é o caso do domínio rubredoxina da Flrd de E.coli. 
3.4.2.2 – Transferência eletrónica entre HMW-Rd e FDP  
 
 Como na constituição do enzima HMW-Rd existe um domínio Rd, existiria a possibilidade de 
somente o enzima HMW-Rd ser suficiente para reduzir a FDP e consequentemente este reduzir o seu 
substrato.   
De modo a averiguar essa possibilidade, realizou-se um ensaio no qual o HMW-Rd foi reduzido 
com 1 mM NADH em condições anaeróbicas e em seguida adicionou-se o enzima FDP- Figura 48. 
Figura 47- Ensaio cinético da transferência eletrónica entre o enzima HMW-Rd e rubredoxina de Pyrococus 
furiosus (linha amarela), rubredoxina 1 de Arqueoglobus fulgidus (linha azul), rubredoxina 2 de 
Arqueoglobus fulgidus (linha laranja), domínio rubredoxina da FlRd de E. coli (linha cinzenta) e 







Embora aparente haver redução do FDP através da transferência eletrónica por parte do enzima 
HMW-Rd, a redução é muito demorada, não apontando ser o mecanismo principal para a redução do 
FDP.  
 
3.4.2.3 – Transferência eletrónica entre as três proteínas (HMW-Rd, Rd e FDP) 
 
 Excluído o mecanismo mais simples, para redução do FDP, no qual o HMW-Rd reduziria o 
FDP, tentou-se testar a hipótese proposta no objetivo deste trabalho.  
Para tal, realizou-se um ensaio em que as três proteínas foram adicionadas em 50 mM Tris-HCl  
pH 7.5, 18% glicerol na presença de 5mM de NADH em condições anaeróbicas, pela seguinte ordem:  
foi adicionado primeiramente o HMW-Rd, que foi reduzido pelo NADH presente na solução, seguindo-
se a adição da Rd de C. difficile que foi reduzida pelo enzima e no final foi adicionado FDP que foi 
reduzido graças à transferência eletrónica efetuado pela rubredoxina como indicado na figura 49. 
Figure 48- Redução de 20µM de FDP, usando como sistema de transferência eletrónica 20 µM de 




Figura 49 – Redução de 20µM de FDP, pelo sistema de transferência eletrónica de 20 µM de HMW-Rd, 20 µM Rd, 5mM 
NADH em condições anaeróbicas. A) Cinética obtida a um comprimento de onda de 490 nm da redução do FDP em que as 
setas indicam o momento da adição de cada uma das proteínas B) Espectros de absorção de UV-Visível ao longo do tempo que 
decorreu o sistemas de redução do FDP. 
 
Desta forma pode-se concluir que o par HMW-Rd/Rd é capaz de reduzir a FDP., havendo deste 
modo a possibilidade da FDP conseguir reduzir NO e/ou O2. 
 
3.4.2.4 Oxidação das proteínas com o NO e Oxigénio  
 
Utilizando o mesmo sistema de transferência eletrónica que envolve as três proteínas foi testado 
o modo de oxidação com NO e com o oxigénio. Depois de reduzidas foram expostas a 10 µM de 
Oxigénio ou de NO, de modo a observar se as mesmas eram oxidadas com cada um dos substratos – 
Figura 50.  
Como se pode verificar na figura abaixo, as proteínas ao adicionar cada um dos substratos 
oxidaram tanto com NO como com O2.  Observando-se ainda que a velocidade de redução das proteínas 
é mais lenta ao se utilizar uma concentração 4 vezes inferior de HMW-Rd.  
Foi possível também extrair do ensaio que após a oxidação das proteínas existe novamente a 













Em resumo este conjunto de ensaios permitiu comprovar a existência de transferência eletrónica 
entre as três proteínas, bem como a possibilidade de conversão dos substratos NO e O2. 
Propondo deste modo, um mecanismo possível da transferência eletrónica entre as proteínas 
tendo como dador de eletrões inicial NADH demonstrado na figura 51, no qual o NADH cede eletrões 
ao HMW-Rd, este reduz a rubredoxina e no final o FDP é reduzido graças a transferência eletrónica 








Figura 51-  Mecanismo de transferência eletrónica entre o HMW-Rd, Rd e FDP  
 
 Uma vez o enzima FDP reduzido, considera-se que este será o enzima responsável pela 
conversão do NO e O2 em espécies não nocivas para o organismo.  
 
Figure 50 – Redução de 20 µM de FDP, utilizando 5µM HMW-Rd, 20 µM Rd, 1mM NADH em condições 




3.5 Ensaios Amperométricos 
 
Após se ter concluído que as proteínas reagem à presença tanto do oxigénio como do óxido 
nítrico, teve-se como próximo objetivo averiguar se mecanismo proposto anteriormente é capaz de 
converter ambos os substratos sendo um possível mecanismo para a destoxificação do organismo destes 
compostos. 
Foi descrito que ao nível do centro catalítico os vários enzimas da família das FDP’s são bastante 
semelhantes, sendo os ligantes estritamente conservados, com o ferro ligado aos resíduos de histidinas 
e aspartatos/glutamatos[31]. Porém apresentam algumas diferenças na estrutura que pensa-se poder dar 
indicação do tipo de seletividade das FDPs para os diferentes substratos (NO e/ou O2).[31]  
Para tentar compreender o tipo de substrato preferencial do FDP de C. difficile foi realizado um 
alinhamento múltiplo em que o FDP em estudo foi alinhado com FDP de G.intestinalis (PDB=2Q9U), 
de T.maritima (PDB=1VMEA), M.marburgensis (PDB=2OHI) que são seletivos para oxigénio, E.coli 
FDP-D (PDB=4D02) descrito como sendo seletivo para o NO e ainda M.thermoacetica (PDB=1YCFC) 
e de D.gigas (PDB=1E5DA) que não são  seletivos para nenhum dos substratos – Figura 52 [31].  
Sabendo a priori que os resíduos lisina (G.intestinalis Lys58) e o tirosina (G.intestinalis Tyr267) 
são indicativos que o enzima é seletivo para o oxigénio e que os resíduos aspartato (E.coli Asp52) e o 






Após a análise do alinhamento e de acordo com os aminoácidos específicos, a FDP de C. difficile 
aparenta ter atividade para ambos os substratos, pois, contem outras combinações de aminoácidos nas 
duas posições especificas apresentando um acido glutâmico (Glu54) e triptofano (Trp263) na sua 
sequencia. 
 
Figura 52 – Alinhamento da sequencia de aminoácidos baseado na sobreposição das estruturas das FDPs. A FDP de 
C. difficile foi alinhada com sequencia de aminoácidos das FDPs de G.intestinalis (PDB=2Q9U), de T.maritima 
(PDB=1VMEA), M.marburgensis (PDB=2OHI) que são seletivos para oxigénio, E.coli FDP-D (PDB=4D02) 
descrito como sendo seletivo para o NO e ainda M.thermoacetica (PDB=1YCFC) e de D.gigas (PDB=1E5DA). Estão 
indicadas a cinzento as regiões conservadas, a vermelho os aminoácidos específicos para cada substrato e a verde 
ilustra o local de ligação do centro ativo diférrico não hémico  
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3.5.1 – Seletividade para o oxigénio  
 
O primeiro substrato utilizado para averiguar a atividade da FDP foi o oxigénio molecular. Neste 
ponto do trabalho foi analisado a atividade de cada um dos enzimas de modo a contabilizar a atividade 
individual de cada um. 
3.5.1.1 – Atividade do enzima HMW-Rd para substrato O2 
 
Foi realizado um ensaio de consumo de oxigénio na ausência de catalase – Figura 53. A ausência 












O ensaio permitiu verificar que a conversão do oxigénio pelo HMW-Rd produz peróxido de 
hidrogénio, pois no momento em que é adicionado catalase no ensaio o peróxido formado é convertido 
em oxigénio verificando-se um aumento na concentração de oxigénio presente. 
 
3.5.1.2 – Atividade dos enzimas com diferentes combinações entre elas para o substrato 
Oxigénio 
 
Com o objetivo de determinar a atividade das proteínas para o oxigénio, testou-se várias 
combinações das mesmas, na proporção de 1:1 entre elas, tendo sido realizado 4 ensaios independentes 
nos quais se analisou a atividade das proteínas.  
De modo a facilitar a analise dos resultados dividiu-se os ensaios em 4 designações, tendo sido 
atribuído a letra A no ensaio em que todas as proteínas estavam presentes, por B quando só os enzimas 
estavam presentes (HMW-Rd, FDP), pela letra C quando só o par rubredoxina/FDP estava presente e 
atribuiu-se a letra D ao ensaio em que se usou somente o enzima  HMW-Rd - Figura 54.  
Figura 53-Atividade do HMW-Rd para o oxigénio na ausência inicial de catalase, em Tris-HCl 








Figura 54 – A) Monitorização da atividade especifica das diferentes proteínas para o oxigénio com diferentes sistemas de 
transferência eletrónica em 5mM NADH, 1.3 nM SOD e 7 nM Catalase em 50mM Tris HCl pH 7.5, 18%glicerol. (A) 20 µM 
de HMW-Rd, 20 µM Rd e 20 µM de FDP. (B) 20 µM HMW-Rd e 20 µM FDP. (C) 20 µM Rd e 20 µM FDP. (D) 20 µM 
HMW-Rd. B) Quantificação das atividades das proteínas consoante o sistema de transferência eletrónica utilizado.  
 
As atividades foram depois quantificadas para cada umas das proteínas individualmente - Tabela7. 







Com estes ensaios foi monitorizado o consumo de oxigénio utilizando 4 possíveis mecanismos.  
Desse modo, foi possível verificar que a atividade do FDP é superior quando as três enzimas 
estão presentes na experiência, indicando que o mecanismo de transferência eletrónica é eficiente 
possibilitando a conversão do substrato em estudo.  




















A 0.057 ± 8x10-3 0.005 ± 5x10-5 0.038 ±3x10-3 
B 0.056 ± 9x10-3 ------ 0.013 ±3.7x10-3 
C ------ 0.001 ± 1x10 -4 0.001 ± 2.3x10 -4 










Verificou-se igualmente que na ausência de Rd, a atividade do enzima FDP é afetada 
drasticamente, podendo dever-se a baixa velocidade de transferência eletrónica entre o HMW-Rd e o 
FDP, demonstrada na Figura 54.  
Observa-se ainda que na ausência de HMW-Rd o sistema de transferência eletrónica é 
interrompido impossibilitando o FDP de consumir oxigénio. 
Em síntese, estes ensaios permitiram concluir que para além da atividade do enzima ser 
determinado pelos seu parceiros de redução, o FDP só apresenta uma atividade máxima quando as três 
proteínas estão presentes, sendo aproximadamente igual a 0.038 ±3x10-3 s-1. 
 
3.5.1.3 – Atividade redutase do oxigénio do enzima FDP  
 
Uma vez estabelecido que o FDP apresenta uma maior atividade O2-redutase quando as três 
proteínas estão presentes no ensaio, tentou-se otimizar o mecanismo variando a concentração tanto do 
enzima HMW-Rd como da Rd, de modo a verificar-se se existiria a possibilidade de aumentar atividade 
do enzima FDP. 
Num primeiro conjunto de ensaios, variou-se a concentração de HMW-Rd, mantendo as 
concentrações de rubredoxina e de FDP constantes, estando as atividades verificadas para o enzima FDP 






Com os resultados obtidos – Tabela 8-  pode-se concluir que com concentrações acima dos 5 
µM de HMW-Rd a atividade do FDP mantem-se constante. 
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Figura 55 - Atividade especifica do FDP para o oxigénio com diferentes concentrações de HMW-Rd (0-20µM), 




Em seguida realizou-se o mesmo tipo de ensaio variando-se a concentração de rubredoxina e 
mantendo-se os enzimas a uma concentração constante, as atividades verificadas para o enzima FDP 






Tabela 9 -Atividade especifica do FDP com diferentes concentrações de Rd (0-200µM) 
  
 
É possível observar que à medida que se aumenta a concentração de rubredoxina no ensaio 
existe o aumento da atividade do enzima FDP, tendo-se determinado uma atividade máxima para este 
enzima de 0.43± 1.2x10-2 na conversão do oxigénio.  
Assim sendo, podemos supor que a rubredoxina é o elemento-chave para a transferência 
eletrónica entre os dois enzimas, possibilitando desta forma a destoxificação de oxigénio no organismo 
por parte deste sistema.  
3.5.2 – Seletividade para o NO 
 
Com o mesmo objetivo dos ensaios anteriores, testou-se neste ponto a atividade especifica dos 
enzimas para o NO. 
3.4.2.1 – Atividade redutase do NO do enzima FDP 
 
Seguidamente, testou-se o mecanismo proposto anteriormente para a redução do NO, tendo-se 
colocado o HMW-Rd e a Rd no inicio do ensaio (ausência de NO) e só depois das adições da solução 
saturada com NO foi adicionado NADH para dar inicio a reação, quando a reação estabilizou adicionou-
se a FDP e registou-se a sua atividade - Figura 64. 
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Figura 56  - Atividade especifica do FDP para o oxigénio com diferentes concentrações de Rd (0-200µM), 5µM 






Figura 57 – A)Atividade do enzima  FDP para a redução do NO, em 50mM Tris-HCl  pH 7.5, 18% de glicerol, 20 µM de 
rubredoxina , 5 µM de HMW-Rd, 5 mM NADH e 14 µM NO em condições anaeróbicas. As setas indicam o momento de 
adição de cada uma das substâncias. B) Quantificação da atividade especifica do enzima FDP. 
 
Tabela 10- Atividade especifica do FDP para a redução do substrato NO. 
 
Proteína  FDP 
Vo/[Proteína] (s-1) 0.114 ±6x10-3 
 
De acordo com as atividades obtidas – Tabela 10- pode-se observar que para o substrato NO o 
enzima FDP apresenta uma atividade muita baixa quando comparada com enzimas do mesmo tipo, 
estando na mesma ordem de grandeza da atividade manifestada para o oxigénio   
Embora o enzima FDP tenha demonstrado atividade para ambos os substratos, a sua atividade 
rondou os 0.43 s-1para o oxigénio e 0.114 s-1 para o NO sendo atividades muito baixas comparativamente 
a proteínas do mesmo tipo como é o caso da FDP de Morella thermoacetica que pela sequencia de 
aminoácidos também apresentava afinidade para os dois substratos apresenta atividades de 48 s- 1 para 
a redução do NO e de 50 s-1 para a redução do oxigénio [47].  
3.6 -  Atividade peroxidase do enzima FDP 
 
 Depois de se ter avaliado a capacidade do enzima FDP converter tanto o oxigénio como o NO 
e ter-se concluído que apesar do enzima ter atividade para ambos os substratos a sua atividade é muito 
baixa comparativamente a enzimas que realizam a mesma atividade, tentou-se verificar se o FDP teria 
atividade para outro tipo de substrato.  
A                                                                          B 
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 Outra molécula que participa no stress oxidativo é o peróxido de hidrogénio, desse modo testou-
se a capacidade do FDP converter peróxido de hidrogénio utilizando o sistema de transferência 
eletrónica proposto nos ensaios anteriores.  
Na figura 58 está ilustrado, a participação do enzima FDP no metabolismo do peróxido de 
hidrogénio.  
Com este ensaio é notório a participação da FDP no metabolismo do peróxido de hidrogénio, 
sendo que quando não é adicionado FDP no ensaio o consumo de NADH é mais lento.   
O consumo de NADH verificado na ausência de FDP pode ser resultado da atividade O2-













Após se ter confirmado a atividade peroxidase do FDP, tentou-se quantificar essa atividade.  
Para isso, realizaram-se um conjunto de ensaios nos quais se variou a concentração de peróxido 
de hidrogénio (0 – 10 mM) – Figura 59.   
Deste modo, podemos determinar a atividade máxima do enzima, sendo que para uma 
concentração superior a 5mM apresenta uma atividade de cerca 0.06 s-1.   
Figura 58– Monitorização do consumo de NADH  exercido após a injeção de peroxido de hidrogénio na 











A atividade observada é comparada a atividade obtida pelas rubreritrinas que são referidas na 
literatura como peroxidases, sendo que enquanto a FDP apresenta uma atividade máxima de 0.26 
µmolesH2O2.min-1.mg- 1 as rubreritrinas tanto de Clostridium acetobutylicum como de Entamoeba 
histolytica demonstram uma atividade de 0,99 e 0.12 µmolesH2O2.min-1.mg-1  respetivamente[5].  
3.7  Discussão geral   
 
Neste trabalho teve-se como objetivos principais a caracterização das proteínas bem como a 
determinação da capacidade catalítica dos enzimas para diferentes substratos. Conseguiu-se expressar 
com sucesso as três proteínas alvo de C. difficile P28, rubredoxina (Rd), High-Molecular weigth-
rubredoxin (HMW-Rd) e proteínas flavodiférrica,  
Em relação à caracterização das proteínas, observou-se que em relação ao enzima FDP, este 
encontra-se na sua forma tetramérica, apresentando um tamanho esperado por monómero de 45 kDa 
com uma flavina do tipo FMN tendo potenciais de redução de +70mV e +30mV.  Como outras enzimas 
do mesmo tipo apresenta um espetro de RPE quando o centro binuclear de ferro se encontra no estado 
de valência mista, com g =1.95, 1.91 e 1.79. 
No caso do enzima HMW-Rd, encontra-se na forma dimérica, manifestando um tamanho 
esperado por monómero de cerca de 23kDa, com uma flavina também do tipo FMN e um centro tipo 
rubredoxina. Os potenciais de redução do FMN e do centro rubredoxina são, dentro do erro 
experimental, idênticos a 40 mV   
No caso da proteína Rd apresentou um potencial de redução de +115 mV, e um espectro de EPR 
característico de proteínas deste tipo, contento um sinal rômbico com g= 9.24, 4.72 e 4.21 no estado 
oxidado.  
Em relação à determinação da capacidade catalítica dos enzimas, nomeadamente do FDP, 
começou-se esta parte do trabalho a tentar construir um possível mecanismo de redução do FDP. 
Figura 59– Atividade especifica do FDP na redução do substrato peróxido de hidrogénio 
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O mecanismo que obteve melhor resultado na redução do FDP, foi quando as três proteínas 
estavam presentes, tendo como dador inicial de eletrões NADH. Com o possível mecanismo de 
transferência eletrónica encontrado, efetuaram-se os ensaios para determinar a atividade especifica do 
enzima para os substratos, obtendo -se uma atividade do enzima FDP de 0.038 s-1 para a redução do 
oxigénio, 0.114 s-1 para a redução do NO e de 0.06 s-1 para o peróxido de hidrogénio.  
A atividade determinada do enzima FDP para os substratos O2 e NO foi muito baixa 
comparativamente a enzimas do mesmo tipo, podendo indicar a existência de três problemas, um em 
que os parceiros de redução do FDP não são os apropriados, explicando o tempo que a reação demora 
para todas as proteínas estarem reduzidas, um segundo referente a eficiência na reconstituição do enzima 
FDP e um terceiro causado pela existência de outra FDP da classe A (WP_008819255.1) genoma de C. 
difficile P28 que podem apresentar uma afinidade maior para os substratos analisados. Por exemplo, o 
potencial de redução da rubredoxina é positivo, superior aos da FDP, sugerindo que não é o parceiro 

















































4 . Conclusão 
 
Este trabalho contribuiu para o estabelecimento da função de enzimas microbianas no 
metabolismo de diversos substratos nomeadamente oxigénio, óxido nítrico e peróxido de hidrogénio  
O microrganismo C. difficile é um patogénico humano responsável por infeções gastro 
intestinais, apresentando no seu genoma um conjunto de proteínas, entre as quais proteínas 
flavodiférricas, oxidoredutase, nitroredutases, rubreritrinas entre outras, capazes de desintoxicar o 
organismo de espécies reativas tanto de oxigénio como de azoto.  
Neste estudo foi estudado um possível mecanismo de destoxificação do organismo face a essas 
espécies envolvendo uma proteína flavodiférrica, uma rubredoxina de alto peso molecular descrita como 
oxidoredutase e uma rubredoxina.    
De acordo com os ensaios realizados foi possível verificar a transferência eletrónica entre as 
três proteínas, resultando no enzima FDP no estado reduzido, concluindo desse modo que o FDP 
depende dos seus parceiros fisiológicas, que neste caso consistiram no HMW-Rd e Rd de C. difficile 
para exercer as suas funções fisiológicas.  
O enzima FDP apresentou atividade para 3 tipos diferentes de substrato (O2, NO e H2O2) porém 
a atividade demonstrada tanto para o oxigénio como para o NO foram muito abaixo das verificadas para 
enzimas do mesmo tipo[47].  
Sendo propostas três possíveis justificações para estes resultados, a primeira é a escala de tempo 
necessária para que a transferência eletrónica ocorra entre as proteínas, podendo não se estarem a ser 
utilizados os parceiros fisiológicos ideais para o enzima. A segunda justificação poderá estar relacionada 
com a incompleta reconstituição realizada no enzima FDP. Finalmente, a terceira possível justificação 
é a existência neste organismo de outra proteína flavodiférrica da classe A, bem como outras 
oxidoredutase e nitroredutases, que podem apresentar uma atividade mais alta que a FDP utilizada neste 
trabalho.  
A existência de outra FDP abriu a porta para uma possível continuação deste trabalho de modo 
a que as suas atividades possam ser comparadas e que possa tentar encontrar um melhor mecanismo 
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Tabela 1A -lista de proteínas que possivelmente estão associadas à destoxificação de ROS e RNS. A lista destas proteínas foi 
obtida através da analise do genoma completo de peptoclostridium difficile P28 (GCA_000450985.2), assinaldas a amarelo 
as proteínas utilizadas neste estudo. 
 
Proteína Locus Proteína Locus 
Proteína da família das 
rubredoxinas 
WP_021419802.1 Oxidoredutase 
dependente de NADP 
WP_021420562.1 
Rubredoxina WP_008816574.1 Oxidoredutase 
dependente de NADP 
WP_009588365.1 
Proteína da família das 
Rubreritrina 
WP_002606495.1 Proteína da família das 
Flavinas oxidoredutase  
WP_008819105.1 













do tipo A 
WP_008819165.1 Flavina reductase WP_008728528.1 
FprA: Flavoproteína 
do tipo A 
WP_008819255.1 Nitroredutase  WP_008817083.1 
Proteína da família das 
flavodoxinas 
WP_002609990.1 Nitroredutase  WP_009269174.1 
Proteína da família das 
flavodoxinas 
WP_009587586.1 Nitroredutase WP_008819375.1 
Proteína da família das 
flavodoxinas 
WP_008816294.1 Nitroredutase WP_009589002.1 
Proteína da família das 
flavodoxinas 
WP_002607006.1 Proteína da família das 
nitroredutases  
WP_021420499.1 
Flavodoxina WP_009270359.1 SRD da família das 
oxidoredutases 
WP_002608004.1 
Flavodoxina WP_002610526.1 Oxidoredutase WP_008816445.1 
Flavodoxina WP_009270020.1 Oxidoredutase WP_008819261.1 
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WP_021421120.1 Ferridoxina 4Fe-4S WP_009587885.1 
Flavina oxidoredutase/ 
NADH Oxidase 
WP_021421121.1 Ferridoxina 4Fe-4S WP_008818997.1 
Oxidoredutase 
dependente de NADP 
WP_009588420.1 Oxidoredutase 
dependente de NADP 
WP_008816686.1 
Oxidoredutase 
dependente de NADP 
WP_009587576.1   
 
 
 
